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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
% m/m Masni odstotek 
% m/V Masni odstotek v topilu 
% V/V Volumski odstotek 
Bt Bacillus thuringiensis 
CPE Ceramid fosfoetanolamin 
DPPC Dipalmitoilfosfatidilholin 
EryA Erilizin A 
EryB Erilizin B 
G Gravitacijska konstanta 
Hol Holesterol 
IEX Ionsko-izmenjevalna kromatografija 
kDa kilo Dalton 
MACPF  Membrane attack complex/perforin 
MACPF/CDC  Membrane attack complex/perforin/cholesterol 
dependent cytolysins 
MLV multilaminarni vezikli 
OlyA6 Ostreolizin A6 
ox-LDL Oksidiran lipoprotein z nizko gostoto 
pH Negativni desetiški logaritem koncentracije ionov H3O
+ 
pI Izoelektrična točka 
PlyA Pleurotolizin A 
PlyA2 Pleurotolizin A2 
PlyB Pleurotolizin B 
POPC Palmitoiloleoilfosfatidilholin 
SM Sfingomielin; ceramid fosfoholin 
SUV majhni unilaminarni vezikli 
Tm Temperatura faznega prehoda 
vrt/min Vrtljaji na minuto 
ε Ekstinkcijski koeficient 
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Egerolizini so razmeroma nova družina proteinov, oblikovana l. 2002. Zanimivi so predvsem 
zaradi tega, ker so sposobni specifične vezave na lipide. Od teh je najbolj zanimiva vezava 
na sfingolipid ceramid fosfoetanolamin (CPE), ki je skoraj izključno prisoten v 
nevretenčarskih vrstah; v sesalčjih ga namreč najdemo le v sledeh (Li Guan in sod., 2013; 
Hori in sod., 1968; Eroglu in sod., 2003; Bickert in sod., 2015). To znanje bi se dalo 
izkoristiti za razvoj potencialnih bioinsekticidov, sploh če pomislimo, da mehanizem večine 
trenutno uporabljanih bioinsekticidov temelji na interakciji z membranskimi proteini, npr. 
Bt (Bacillus thuringiensis) toksini, (Adang in sod., 2014) in ne dejansko z lipidi celične 
membrane. Slabost mehanizma, ki temelji na interakciji s proteini, je, da v večini primerov 
ob morebitni mutaciji gena za protein, s katerim insekticidni protein interagira, vodi v 
neučinkovitost interakcije in izgubo učinka toksina. Egerolizinski proteini interagirajo z 
membranskimi lipidi, ki so veliko manj izpostavljeni takšnim spremembam, kot so npr. 
proteini mutacijam. 
 
1.1 NAMEN DELA 
 
Prvi cilj je bil pridobiti topne rekombinantne egerolizinske proteine ostreolizin A6 (OlyA6), 
pleurotolizin A2 (PlyA2) in erilizin A (EryA) ter pridobiti njihov partnerski protein 
pleurotolizin B (PlyB). Kompleksi OlyA6/PlyB, PlyA2/PlyB in EryA/PlyB lahko v 
mikromolarnih koncentracijah lizirajo umetne lipidne membrane, ki v svoji sestavi vsebujejo 
CPE, tudi v koncentracijah pod 5 molskih % membranskih lipidov (Panevska in sod., 
neobjavljeno delo). Drugi cilj je bilo ovrednotenje toksičnega potenciala kompleksov 
OlyA6/PlyB, PlyA2/PlyB in EryA/PlyB na škodljivih žuželkah plodovi vinski mušici 
(Drosophila suzukii Matsumura), nimfah velike žitne uši (Sitobion avenae Fabricius), 
ličinkah voščene vešče (Galleria mellonella L.) in ličinkah hrošča mokarja (Tenebrio 
molitor L.). 
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
Glede na dejstva, da (1) se OlyA6, PlyA2 in EryA lahko vežejo na membranski CPE (Bhat 
in sod., 2015), (2) OlyA6 ali PlyA2 ali EryA v kombinaciji s PlyB v istih membranah tvorijo 
pore ter (3) da žuželke v svojih membranah kot glavni sfingolipid vsebujejo CPE , 
pričakujemo, da bodo kompleksi OlyA6/PlyB, PlyA2/PlyB in EryA/PlyB za testirane 
žuželke tudi toksični. 
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2. PREGLED OBJAV 
 
Egerolizini so bili kot družina proteinov (PF06355; IPR 009413) oblikovani leta 2002. Imajo 
podobna aminokislinska zaporedja, poimenovani pa so po proteinu Aa-Pri1, ki so ga l. 1997 
izolirali iz gobe topolovke (Agrocybe aegerita) (Espinar in Labarere, 1997). Prvi egerolizin, 
imenovan Asp-hemolizin je bil sicer izoliran že leta 1975 iz glive Aspergillus fumigatus, 
kmalu zatem pa je bil izoliran še pleurotolizin iz glive bukov ostrigar (Pleurotus ostreatus). 
Družina ima 414 zadetkov na InterPro oz. okoli 132 neredundatnih predstavnikov iz 77 vrst 
(Butala in sod., 2017). So ß-strukturirani, veliki od 13 do 20 kilo Daltonov (kDa), z eno 
domeno in nizko izoelektrično točko (pI). Stabilni so v razmeroma širokem pH (negativni 
desetiški logaritem koncentracije ionov H3O
+) območju, vendar so temperaturno labilni 
(Berne in sod., 2005, 2009). Prisotni so v bakterijah, glivah, virusih, praživaih, rastlinah, 
celo eni žuželčji vrsti; in sicer vešči Pseudoplusia includens (Zhang in sod., 2010). 
 
2.1 VLOGA EGEROLIZINOV V NARAVI 
 
Egerolizini so prisotni v večih domenah in kraljestvih in ne kažejo povezave z določeno 
ekološko nišo organizmov, ki jih sintetizirajo. Njihova vloga v naravi še ni razjasnjena, 
vendar je znano, da so sposobni hemolitične aktivnosti, permabilizacije lipidnih veziklov, 
citotoksičnosti do drugih organizmov, sposobni pa so tudi vezave na serumske lipoproteine, 
predvsem na oksidiran lipoprotein nizke gostote (ang. oxidized low density lipoprotein; ox-
LDL). Pri Asp-hemolizinu so razkrili, da si namreč deli del zaporedja s prekurzorjem za 
LDL-receptor (receptor za lipoprotein nizke gostote) (Berne in sod., 2009). Verjetno je 
primarna biološka vloga egerolizinov bolj povezana s samo vezavo na lipid kot pa 
sposobnostjo naknadne perforacije celice, ki se je sodeč po filogenetski primerjavi 
organizmov, ki vsebujejo egerolizine, najverjetneje razvila kasneje v evoluciji (Butala in 
sod., 2017).  
Rezultati nakazujejo, da imajo egerolizini morebiti tudi vlogo pri razvoju organizma. Pri 
glivi Agrocybe aegerita so za Aa-Pri1, po katerem so egerolizini poimenovani, in ostreolizin 
(OlyA6) iz P. ostreatus pokazali, da se koncentracije njunih mRNA ujemajo z nastankom 
primordijev. Našli so ju v primordijih, bazidijih in bazidiosporah, kar namiguje, da so 
vpleteni v dozorevanje razmnoževalnih organov in sporulacijo (Vidic in sod., 2005). 
Demonstrirano je tudi, da prisotnost OlyA v substratu rahlo zavre rast micelija in spodbudi 
tvorbo primordijev. V substratu, kjer je bil prisoten OlyA, so primordiji nastali 10 dni prej v 
primerjavi s kontrolo. OlyA je tudi spodbujal razvoj primordijev do trosnjakov. Kljub temu 
je neposreden vpliv pri sporulaciji malo verjeten, saj so visoke koncentracije OlyA6 najdene 
tudi v sevih, ki niso sporulirali (Berne in sod., 2007). Ugotovitve vseeno kažejo na morebitno 
vlogo egerolizinov pri sporulaciji, tvorbi plodišč, in zaradi zaznane prisotnosti ostreolizina 
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znotraj celic v notranjih robovih hif, mogoče tudi pri diferenciaciji hif. Prisotnost več možnih 
fosforilacijskih mest na OlyA za fosfokinazo C in od cAMP (ciklični adenozinmonofosfat) 
odvisne kinaze, ki so znani po svojih vlogah v procesih regulacije, da tej teoriji dodatno težo 
(Vidic in sod., 2005). Poleg tega se ve tudi za druge proteine iz gliv z omesenelim 
trosnjakom, ki lahko oblikujejo pore in so citotoksični do sesalčjih celic, obenem pa se 
specifično izražajo med razvojem trosnjakov. Primer je flamutoksin iz vrste Flammulina 
velutipes (Sakamoto in sod. 2000; Tomita in sod., 2004). Obstaja možnost, da si vsi ti 
proteini delijo še neznan mehanizem diferenciacije trosnjakov (Kurahashi in sod., 2014). 
Pri glivi Pleurotus eryngii so za gena za egerolizina PlyA2 in EryA pokazali, da je vzorec 
izražanja podoben kot pri genu za OlyA6 pri P. ostreatus in genu za Aa-Pri1 pri A. aegerita, 
ki se prav tako izražata med tvorbo primordijev. Kljub podobnostim pa je primerjava 
vzorcev izražanja genov za PlyA2 in EryA pokazala rahle razlike, in sicer, da se gen za 
PlyA2 intenzivneje izraža med vegetativno rastjo kot gen za EryA (Kurahashi in sod., 2014).  
Pri vešči Pseudoplusia includens je najden egerolizin P23, ki najverjetneje sodeluje pri 
imunskem odzivu, saj je morebiten označevalec zrelih plazmatocit, ki so hemociti s 
sposobnostjo enkapsulacije tujkov (Zhang in sod., 2011). 
 
2.2 EGEROLIZINI IN LIPIDI 
 
Egerolizini iz gliv, poleg proteinov z domeno MACPF/CDCs (angl. Membrane Attack 
Complex/Perforin/Cholesterol-Dependent Cytolysins), aerolizinov, flamutoksinov, delta-
endotoksinov, falolizinov, spadajo v skupino proteinov, ki so sposobni vezave na membrano 
in tvorbe oz. omogočenje tvorbe membranskih por (Butala in sod., 2017). 
Interakcije egerolizinov z lipidi so bile nakazane že l. 2001, ko so opazili specifičnost vezave 
Asp-hemolizina iz plesni A. fumigatus na ox-LDL (Kudo in sod., 2001), oziroma natančneje 
na lizofosfatidiholin (lizoPC) v njemu (Kudo in sod., 2002). Tudi egerolizin RahU, ki ga 
sintetizira bakterija Pseudomonas aeruginosa veže lizoPC v ox-LDLu (Rao in sod., 2008) 
in z nizko afiniteto tudi glikolipide, natančneje ramnolipide (Miklavič in sod., 2015). 
Ve se tudi, da so egerolizini iz določenih gliv sposobni vezave na specifične lipide oz. 
kombinacijo teh. OlyA6 iz bukovega ostrigarja (Pleurotus ostreatus) in PlyA2 (iz P. eryngii) 
sta sposobna vezave na ekvimolarne liposome iz sfingomielina (ceramid fosfoholin; SM) in 
holesterola (Hol) ter CPE:Hol. Večjo afiniteto sta kazala do sfingolipida CPE kot do SM. 
EryA iz P. eryngii ni sposoben enake vezave in je selektiven le za CPE:Hol. Vsi trije lahko 
perforirajo ustrezne membrane, če je prisoten eden izmed partnerskih proteinov PlyB ali 
EryB. Velja omeniti tudi, da je od teh treh edino PlyA2 pokazal sposobnost vezave na CPE 
brez prisotnosti Hol, vezal se je namreč lahko na vezikle iz CPE in 
palmitoiloleoilfosfatidilholina (POPC) (Bhat in sod., 2015).  
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Čeprav se nekateri egerolizini (npr. tisti iz plesni Aspergillus fumigatus in Aspergillus 
terreus) lahko vežejo na celice in jih nato lizirajo brez dodatnih faktorjev (Kumagai in sod., 
1999; Nayak in sod., 2011), se je za druge egerolizine izkazalo, da čeprav so sposobni vezave 
na celico, potrebujejo za samo lizo partnerski protein, ki tvori transmembransko neselektivno 
poro. Ta partnerski protein je iz družine MACPF (angl. membrane attack complex/perforin), 
katere proteini imajo domeno MACPF in so znani po sposobnosti perforacije membran. Za 
OlyA6 in pleurotolizin A (PlyA) iz P. ostreatus je izvorni parnerski protein PlyB, za PlyA2 
in EryA iz P. eryngii pa erilizin B (EryB). Permeabilizacija poteka v pH območju 4–10 
(Berne in sod., 2005). Na primeru raziskave OlyA6 in PlyB so pokazali, da se je PlyB sicer 
sposoben vezati na lipidne membrane, vendar jih ne more perforirati. Ob dodanem OlyA6 
pa se v membranah tvorijo rozetam podobni večinoma 13-merni oligomeri, ki segajo nad 
membrano okoli 9 nm, z notranjim premerom 4,9 nm in zunanjim premerom 19,7 nm. 
Zanimivo je tudi to, da so te pore sposobne dimerizacije, kjer se povežeta pori z zunanjimi 
deli in tako povzročita agregacijo perforiranih veziklov (Ota in sod., 2013). Porni kompleks, 
ki se tvori na primeru PlyA in PlyB pa je bil velik okoli 700 kDa (Sakurai in sod. 2004; 
Tomita in sod., 2004b).  
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2.3 EGEROLIZINI V GOBAH RODU PLEUROTUS 
 
2.3.1 Ostreolizin A6 iz glive Pleurotus ostreatus 
 
Ostreolizin A(6) (v bazi proteinskih sekvenc UniProt zabeležen pod P83467) je egerolizin, 
ki so ga odkrili l. 2002 (Berne in sod., 2002) v bukovem ostrigarju (P. ostreatus). Ima 
molekulsko maso 15 kDa, izoelektrično točko pI=5,0 in ugotovili so, da je hemolitičen za 
goveje eritrocite že pri nanomolarnih koncentracijah, celo 3-krat bolj od egerolizina iz 
Agrocybe aegerita. Takrat še niso vedeli, da je za tvorbo por in posledično hemolizo 
potreben partnerski protein z MACPF/CDC domeno, ki je bil v tem primeru PlyB, s katerim 
je bil izolat egerolizina kontaminiran. OlyA6 pri pH 6–9 in 25  °C ima eno domeno in je ß-
strukturiran z rigidno terciarno strukturo. Temperaturno je najbolj stabilen pri pH=8, kjer je 
temperatura denaturacijskega prehoda 51,2  °C. Optimalna vezava je pri pH 6–7 in tvorba 
por pri pH 7,8–8. Ireverzibilno se spremeni pri pH 2-3 v obliko delno razvitega razrahljanega 
klobčiča s popačeno terciarno strukturo in poudarjeno nenativno α-vijačnico (Berne in sod., 
2005). 
OlyA se veže in permeabilizira vezikle, ki vsebujejo SM in Hol oz. potrebuje ta dva lipida v 
membrani za učinkovito vezavo in permeabilizacijo, za katero je potreben še partnerski 
protein. Manj učinkovito, vendar vseeno opazno vezavo, je dosegel tudi s kombinacijo 
dipalmitoilfosfatidilholina (DPPC) in Hol. Njegova aktivnost kaže na to, da se veže na 
tekočo urejeno fazo membrane, ki vsebuje Hol in SM oz. nasičen fosfatidilholin. Prisotnost 
mono- ali dinenasičenih kislin zmanjša aktivnost OlyA, kar sovpada z domnevami, da Oly 
deluje na lipidne rafte, za katere je znano, da imajo veliko manjšo vsebnost nenasičenih 
maščob v primerjavi z okoliško membrano (Sepčič in sod., 2004). Lizofosfolipidi negativno 
modulirajo permeabilizacijsko dejavnost OlyA6 (+ PlyB) na eritrocitih iz goveda, ovce, 
človeka in rakavih človeških celic (Sepčić in sod., 2003). Lizofosfolipidi se namreč vrinejo 
v membrano in modulirajo s holesterolom bogate lipidne domene, tako da se protein ne more 
več vezati nanje (Chowdhury in sod., 2008). 
 
2.3.2 Pleurotolizin A iz glive Pleurotus ostreatus 
 
PlyA (v bazi proteinskih sekvenc UniProt zabeležen pod Q8X1M9) je egerolizin in izooblika 
ostreolizina (Butala in sod., 2017), ki je prav tako izoliran iz P. ostreatus. Velik je 15 kDa, 
veže se z membranami iz Hol/SM, kjer je delež Hol vsaj 30 molskih % in je skupaj s PlyB 
prav tako sposoben permeabilizacije veziklov z dotično sestavo in veziklov iz človeških 
eritrocitov v nanomolarnih koncentracijah (Tomita in sod., 2004b). Štirinajst AK na N-
koncu lahko tvori hidrofobno ß-ploščo, ki bi lahko interagirala s hidrofobnimi deli Hol in 
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SM (Sakurai in sod., 2004). Pomembnost tega dela za samo vezavo potrjujejo tudi opažanja 
pri PlyA2 in OlyA6, kjer niso zaznali aktivnosti, če so jih označili na N-koncu (Bhat in sod., 
2013; Ota in sod., 2013; Skočaj in sod., 2014). S PlyB tvori transmembranski kompleks velik 
700 kDa (Tomita in sod., 2004b, Sakurai in sod., 2004), kjer se sprva na ustrezno mebrano 
veže PlyA, ki nato s PlyB tvori omenjeni kompleks. Najoptimalnejša hemoliza je bila pri 
razmerju PlyA:PlyB = 3:1 (Tomita in sod., 2004b). V primerjavi s PlyB se PlyA, sodeč po 
izolatu iz ekstrakta glive, kjer so ga našli 10-krat več, močneje izraža. To se lahko pojasni s 
prisotnostjo CAAT in TATA zaporedja navzgor od zapisa za PlyA, medtem ko ima PlyB 
samo TATA zaporedje. Prisotnost GC zaporedij okoli CAAT zaporedja celo namiguje, da 
se gen za PlyA v glivi konstitutivno izraža (Sakurai in sod., 2004). Na podlagi podatkov, 
pridobljenih s krio-elektronsko mikroskopijo in kristalne strukture za PlyA in PlyB, 
Lukoyanova in sod. (2015) predpostavljajo, da je kompleks PlyA/PlyB 13-merna 
transmebranska pora v obliki ß-sodčka iz 52 trakov z notranjim premerom 8 in višino 10 nm. 
 
2.3.3 Pleurotolizin A2 iz glive Pleurotus eryngii 
 
PlyA2 (v bazi proteinskih sekvenc UniProt zabeležen pod T2HUL2) je 15 kDa egerolizin iz 
glive P. eryngii, ki je bil identificiran l. 2013 in si deli 80 % zaporedja z OlyA6 in še enim 
egerolizinom iz P. eryngii – EryA. Če je fluorescenčno označen na C-koncu lahko obarva 
HeLa celice. Tretiranje celičnih membran s sfingomielinazo (odstrani SM) ali metil-ß-
ciklodekstrinom (odstrani Hol) prepreči vezavo označenega PlyA2. Sposoben je vezave na 
SM/Hol liposome, ne pa na POPC/Hol ali SM/POPC (Bhat in sod., 2013), kar namiguje na 
večjo specifičnost kot pri OlyA6, ki je bil sposoben vezave na DPPC/Hol (Sepčić in sod., 
2004). Različni steroli vplivajo različno na sposobnost vezave PlyA2 na liposome (Bhat in 
sod., 2013). PlyA2 kaže podobno sintetizira v primordijih in je visoko homologen s PlyA iz 
P. ostreatus zaradi česar se sklepa tudi o funkcionalni ortologiji. Je paralog EryA (P. eryngii) 
in med vegetativno rastjo (ti. spawn run) se izraža močneje kot ta protein (Kurahashi in sod., 
2014). 
 
2.3.4 Erilizin A iz glive Pleurotus eryngii 
 
EryA (v bazi proteinskih sekvenc zabeležen pod D0FZZ2) je bil izoliran iz P. eryngii, 
prepoznali so ga kot egerolizin z maso 15 kDa, ki je imel notranje sekvence N-konca 
podobne PlyA iz P. ostreatus. Pri pH 7,2 je prisoten kot homodimer, temperaturo faznega 
prehoda (Tm) pa ima pri 47  °C. Njegov partnerski protein je MACPF/CDC protein EryB, 
čigar nizka denaturacijska temperatura (Tm=37 °C) je odgovorna za termolabilnost 
hemolitičnega kompleksa v surovem ekstraktu (Shibata in sod., 2010). Podobno kot PlyA2 
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kaže homolognost in funkcionalno ortologijo s PlyA (P. ostreatus), EryA kaže visoko 
homologijo in podobno izražanje v primordijih kot OlyA6 iz P.ostreatus, kar kaže, da sta 
tudi funkcionalna ortologa. S PlyA2 sta paraloga (Kurahashi in sod., 2014). 
 
2.3.5 Eringeolizin iz glive Pleurotus eryngii 
 
Leta 2006 so v P. eryngii odkrili morebiten eringeolizin (brez dostopne kode v bazi UniProt), 
17 kDa protein s homolognim N-koncem z ostreolizinom iz P. ostreatus – 80% pri prvih 40 
AK. Hemolitično je aktiven v pH območju 4–12, popolnoma neaktiven pa pri pH > 13 in pH 
< 2. Temperaturno je stabilen pri 0–30 °C. Pri 40 °C je še prisotna rezidualna aktivnost (5%), 
izpostavljenost temperaturam ≥ 50 °C za 30 min pa ga popolnoma inaktivira. Ugotovili so 
citotoksičnost do celic L1210 (levkemični limfociti iz miši), ne pa do celic gliv (iz večih 
rodov). Bakteriociden je za Bacillus sp., ne pa do ostalih bakterij. Polietilen glikol 10000 
(PEG 10000) z molekulskim premerom 9,3 nm je celice ob tretiranju z egerolizinom iz glive 
P. eryngii zaščitil pred hemolizo, medtem ko jih PEG 20000 (18,6 nm) ni. N-
glikolineuraminska kislina je prav tako zavrla hemolitično dejavnost. Občutljivost 
eritrocitov iz različnih živalskih debel na učinke eringeolizina je bila po vrstnem redu: 
sesalčji > ptičji > plazilski > ribji. Eringeolizin je pri mišjih vraničnih celicah pokazal tudi 
antimitogenično in antiproliferacijsko aktivnost, ki ni bila zavrta niti s PEG 10000, niti z N-
glikolineuraminsko kislino (Ngai in Ng, 2006). 
2.4 UPORABA EGEROLIZINOV 
 
2.4.1 Označevanje lipidnih raftov oz. domen bogatih s SM in Hol za OlyA in PlyA2 
 
Ker je za perforacijo poleg egerolizinov potreben tudi partnerski protein (npr. PlyB, EryB), 
OlyA6 ali PlyA2 sama po sebi ne poškodujeta celice. Zaradi tega dejstva in ker se vežeta na 
specifično kombinacijo lipidov, se ju da uporabiti kot označevalca lipidnih raftov, ki 
vsebujejo te lipide. Z rekombinacijo so označili OlyA6 z rdeče fluorescentnim proteinom 
mCherry na C-terminalnem koncu egerolizina (produkt velik 42,5 kDa), kar ni vplivalo na 
sposobnost vezave, in uspeli doseči vezavo z lipidnimi rafti na fiksiranih in živih MDCK 
(angl. Madin-Darby canine kidney) epitelnih celicah, pridobljenih iz ledvice koker španjela. 
Tako označenim domenam so lahko tudi sledili po intercelularizaciji (Skočaj in sod., 2014). 
Podobno so naredili s PlyA2 proteinom, ki so ga označili z zelenim fluroforom EGFP (angl. 
enhanced green fluorescent protein) in z njim tretirali HeLa celice (Bhat in sod., 2013). Pri 
obeh raziskavah so odkrili, da je predhodno tretiranje celic s sfingomielinazo, ki razgradi 
SM, in metil-ß-ciklodekstrinom, ki odstrani Hol, preprečilo vezavo OlyA in PlyA2 na te 
lipidne domene. Prav tako so pri obeh proteinih potrdili pomembnost ohranjenosti C-
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terminalnega konca za uspešno vezavo. Bhat in sod. (2013) so z uporabo umetnih lipidnih 
veziklov, ki so vsebovali različne sterole, pokazali, da je –OH skupina na A-obroču 
sterolnega skeleta zelo pomembna za vezavo. Že drugačna orientacija kiralnega centra z –
OH skupino je preprečila vezavo. Če so na A- ali B-obroču dodane kakšne večje skupine, se 
vezava tudi ne zgodi – atom kisika na B-obroču rezultira v slabši vezavi – medtem ko ima 
spreminjanje sterolnega repa manjši učinek na vezavo. Znotrajcelično izražanje označenih 
proteinov ni rezultirala v obarvanosti citoplazemske mebrane (Bhat in sod., 2013; Skočaj in 
sod., 2014), kar je verjetno zaradi asimetrične razporeditve SM v lipidnem dvosloju (Van 
Meer in Hoetzl, 2009). 
 
2.4.2 Biomarkerji za glivne okužbe 
 
Egerolizinski proteini, ki bi lahko služili kot biomarkerji okužb so npr. Asp-hemolizin za A. 
fumigatus, terelizin za As. terreus in neokarakteriziran An01g09980 za A. niger (Novak in 
sod., 2015; Wartenberg in sod., 2011; Braaksma in sod., 2010; Nayak in sod., 2012; Novak 
in sod., 2014), saj se za egerolizinske proteine lahko razvijejo protitelesa. Koncept je 
uporaben tudi v medicini. Pri glivičnih okužbah, kot je aspergiloza, je namreč težavna 
zgodnja diagnoza oz. določitev vrste ali rodu, od katere je pogosto odvisno preživetje 
bolnika. Za A. fumigatus (glavni povzročitelj aspergiloze) je primeren egerolizinski gen za 
AspHS, ki se močno izraža med okužbo. Kombinacija qrt-PCR (kvantitativna verižna 
reakcija s polimerazo v realnem času) in ekstrakcija DNA (deoksiribonukleinska kislina) 
lahko natančno določi A. fumigatus in celo loči med germinativno (prvi korak pri okužbi), 
kjer je prisoten egerolizin in negerminativno obliko trosa, kjer ga ni (Abad-Diaz-De-Cerio 
in sod., 2013). 
 
2.4.3 Uporaba promotorjev egerolizinskih genov 
 
Na primeru plesni Aspergillus oryzae so prepoznali uporabnost promotorja egerolizinskega 
gena (hlyA) za uravnavano sprožitev prepisa genov drugih proteinov, saj so ti promotorji 
neobčutljivi na prisotnost glukoze (v trdnih medijih, osnovanih na rižu in žitu), ki ponavadi 
utiša izražanje genov (Bando in sod., 2011). 
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2.4.4 Orodje za zdravljenje raka 
 
Selektivnost kompleksa OlyA6/PlyB za domene SM:Hol je pokazala možnost uporabe v 
boju proti rakavim celicam. Znano je, da imajo rakave celice večjo vsebnost holesterola v 
membranah kot zdrave, kar se da izkoristiti kot tarčo za zdravljenje. Na primeru raka sečnega 
mehurja so Resnik in sod. (2015) pokazali, da OlyA6/PlyB zmanjša viabilnost kultur rakavih 
prašičjih urotelijskih celic, medtem ko na drugi strani ne škodi kulturam zdravih urotelijskih 
celic. 
 
2.5 INSEKTICIDNE LASTNOSTI EGEROLIZINOV 
 
V tem poglavju bo zajeto zabeleženo insekticidno delovanje egerolizinov iz družine Cry, 
natančneje dvokomponentnega toksina Cry34 iz bakterije Bacillus thuringiensis, 
egerolizinov iz bakterij Clostridium bifermentans in Alcaligenes faecalis in egerolizinov iz 
rodu gliv Pleurotus. 
 
2.5.1 Egerolizini iz družine proteinov Cry 
 
Cry proteini so družina proteinov, ki je definirana na osnovi podobnosti aminokislinskega 
zaporedja z že obstoječimi toksini v družini. Gre za parasporne proteine iz bakterije Bacillus 
thuringiensis (Bt), ki kažejo pesticidne lastnosti oz. merljive toksične učinke na organizem 
(Crickmore in sod., 1998). Bt oz. njene produkte se uporablja v kmetijstvu že skoraj stoletje. 
Bt je Gram pozitivna paličasta bakterija, ki je prisotna v zemlji, lahko jo pa najdemo tudi v 
vodi, na rastlinah, živalskih izrebkih, mrtvih larvah nekaterih hroščev skarabejev in v okoljih 
z visoko gostoto insektov (du Rand, 2009).  
Čeprav so Bt-toksini tipično kristalni proteini, zgornja definicija lahko vključuje tudi 
proteine, ki niso v kristalni obliki. Za proteine, ki so v kristalni obliki, nimajo pa dovolj 
podobne sekvence obstoječim Cry proteinom, so potrebni še dodatni testi za dokončno 
uvrstitev. Ti testi so ponavadi že omenjena preiskava toksičnih učinkov na določen 
organizem ali tip celic, kjer so dotični proteini lahko prisotni kot prečiščen toksin ali pa v 
rekombinantni obliki. Poleg tega ni potrebno, da se izražajo v naravnem okolju, saj so 
komercialno zanimivi proteini pogosto zakodirani ravno v utišanih genih (Crickmore in sod., 
1994). V ZDA so bili leta 2015 Bt toksini kot vstavljen gen prisotni v kar 81% vse posajene 
koruze (Zea mays) in 84% vsega bombaža (Gossypium sp.) (Wechsler S. J., 2018).  
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Cry34 (serija A in B; Cry34Ab1) proteini so edini kristalni toksini, ki so strukturno sorodni 
egerolizinom. Za kristalne toksine se je pokazala selektivna toksičnost na ličinke nekaterih 
žuželčjih vrst iz rodov metuljev, dvokrilcev, hroščev in tudi na nekatere ogorčice (Bravo in 
sod., 2011; Feitelson in sod., 1992; Schnepf in sod., 1998) . 
Cry34Ab1 (14 kDa, pI=6,7) in Cry35Ab1 (44 kDa, pI=4,8) (Masson in sod., 2004) iz Bt 
lahko oblikujeta dvokomponenten sistem v obliki kristala z insekticidnimi lastnosti (Ellis in 
sod., 2002). Pokazano je bilo, da se lahko vežeta na BBM (angl. brush border membrane) 
vezikle, ki so bili pripravljeni iz srednjega črevesja koruznega hrošča (Diabrotica virgifera 
virgifera). Prav tako so pokazali, da ta tandem nima enakih vezavnih mest kot Cry3Aa, 
Cry6Aa in Cry8Ba (Li in sod., 2013). 
Proteini Cry35, podobni aerolizinu, so veliki okoli 44-kDa in Cry35Ab1 je nujno potreben 
za tvorbo pore skupaj s Cry34Ab1, ki pa je strukturno podoben egerolizinom. Kombinacija 
teh proteinov se je izkazala za toksično za ličinke koruznega hrošča in je že prisotna v gensko 
spremenjenih sortah koruze kot obrambno sredstvo proti temu pomembnemu kmetijskemu 
škodljivcu (Narva in sod., 2017; Prasifka in sod., 2013). Zanimivo je tudi, da je bil Cry34Ab1 
toksičen za ličinke koloradskega hrošča tudi brez Cry35Ab1 (Panevska, 2016). 
Kristalna struktura proteinskega para Cry34Ab1/Cry35Ab1 je pokazala, da je ß-sendvič (2 
antiparalelni ploskvi) iz desetih trakov v Cry34Ab1 podoben tistim v aktinoporinu, ki je 
sposoben tvorbe pore v lipidni membrani. Vendar za razliko od aktinoporina Cry34Ab1 nima 
ustreznih dveh α-vijačnic na N-koncu, ki sta potrebni za dejansko tvorbo pore (Rojko in sod., 
2016). Cry35Ab1 v tandemu naj bi tako omogočil tvorbo pore v srednjem črevesu žuželk 
(Kelker in sod., 2014). 
V nasprotju z glivnimi egerolizini je selektivnost Cry34Ab1 in partnerskega proteina 
Cry35Ab1 iz B. thuringiensis za lipidne komponente nedoločena. Cry34Ab1 ni kazal 
specifične vezave na mebranske lipide in je sprožill le šibko permeabilizacijo liposomov in 
planarnih membran (Masson in sod., 2004), kar namiguje, da receptor za egerolizin verjetno 
ni lipidne temveč oligosaharidne ali proteinske narave (Butala in sod., 2017), vendar ni 
kadherin (Tan in sod., 2016). Receptorja za Cry34Ab1 in Cry35Ab1 naj bi bila velika 110 
kDa in 50 kDa (Kaiser-Alexnat in sod., 2009). 
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2.5.2 Insekticidni egerolizini iz bakterij Clostridium sp. in Alcaligenes sp. 
 
Izolat bakterije Clostridum bifermentans subsp. malaysia kaže močno larvicidnost za 
nematocerne diptere (Barjac in sod., 1990; Thiery in sod., 1992; Yiallouros in sod., 1994). 
Domneven vzrok so štiri toksične komponente, ki so zapisane na operonu Cry te bakterije 
(Qureshi in sod., 2014). Ker je nazvgor od tega operona (proti 5'-koncu) zapis za morebitno 
resolvazo transpozona 1564 iz Enterococcus faecium in ker je prisoten na kromosomu, ne 
pa v plazmidu, se lahko domneva, da je C. bifermentans pridobil ta operon s transpozicijo 
(Barloy in sod., 1996). Prva dva gena na tem operonu nosita zapis za proteina Cry16Aa in 
Cry17Aa (tudi Cbm71 in Cbm72), ki sta prisotna tudi v drugih sevih rodu Clostridium. Prvi 
protein je velik 66 kDa, drugi 71 kDa; oba sta podobna δ-endotoksinom iz bakterije Bacillus 
thuringiensis. Druga dva proteina na operonu pripadata egerolizinom. Sta nepopolni kopiji 
enega gena, vsak od njiju je velik 17 kDa, imenujeta se Cbm 17.1 in Cbm 17.2 (Barloy in 
sod., 1998). Posamezni proteini niso kazali toksičnosti za insekte. Ko pa so zaznali, da je na 
DNA verigi navzgor od teh štirih genov prisoten samo en promotor – ki je mimogrede 
aktiven med pozno eksponentno ali zgodnjo sporulacijsko fazo (Barloy in sod., 1998) – so 
klonirali in izrazili celoten operon naenkrat. Oblikoval se je holotoksin velik približno 170 
kDa, ki je bil selektivno toksičen za ličinke komarjev iz rodu Aedes, obenem pa ni pokazal 
hemolitične aktivnosti na ovčjih rdečih krvničkah (Qureshi in sod., 2014). Komarji iz rodu 
Aedes so bili potrjeni kot vektor virusa Zika (Marchette in sod., 1969). 
Dejstvo, da egerolizina iz C. bifermentans sama po sebi nista toksična in da sta, ko sta 
združena s Cry16Aa in Cry17Aa, toksična le za ličinke komarjev iz rodu Aedes, kaže na 
verjetnost oligosaharidnega in/ali proteinskega receptorja, ki omogoči vezavo in nadaljni 
toksični učinek (Butala in sod., 2017), torej podobno kot pri kristalnih toksinih iz Bacillus 
thuringiensis (Bravo in sod., 2011). 
Poleg egerolizinov z insekticidno aktivnostjo so iz C. bifermentans izolirali tudi egerolizin 
AfIP-1A iz po Gramu negativne bakterije Alcaligenes faecalis, ki je velik dobrih 16 kDa s 
predvideno izoleketrično točko pri 4,8. Sestavlja ga 146 aminokislin. S Cry34Ab1 ima 20,7 
% identičnost sekvence in 32,2 % podobnost. Primerjava struktur kaže, da je, podobno kot 
Cry34Ab1, sestavljen iz dveh antiparalelnih ß-ploskev, le da ima 11 ß-trakov namesto 
desetih in da ima na N-koncu prisotno kratko α-vijačnico. AfIP-1B (∼ 76 kDa) je večji od 
Cry35Ab1 (∼ 44 kDa) in si nista bistveno podobna. Za AfIP-1B ni niti znano, kateri družini 
pripada, ve se pa, da ne pripada MACPF družini, katere član je Cry35Ab1 (Yalpani in sod., 
2017).  
Kompleks AfIP-1A/1B je pokazal visoko toksičnost za vrsti koruznega hrošča Diabrotica 
virgifera virgifera in Diabrotica barberi – 30 in 11 ppm, manjšo pa za vrsto Diabrotica 
undecimpunctata – 240 ppm. Za škodljivce na koruznih in sojinih poljih iz vrst metuljev 
kompleks praktično ni bil strupen. Nobenega učinka ni bilo na metulje Ostrinia nubilalis 
Hübner, Helicoverpa zea Boddie, Spodoptera frugiperda JE Smith in Agrotis ipsilon 
12 
Zarić M. Vrednotenje toksičnosti kompleksov egerolizinov in proteinov z domeno MACPF za plodovo vinsko mušico in veliko žitno uš. 




Hufnagel, niti ko so bile koncentracije obeh proteinov 1000 ppm. So pa opazili zmanjšano 
rast pri metuljih Chrysodeixis includens Walker in Anticarsia gemmatalis Hübner pri 
koncentraciji 125 ppm za oba proteina. Za ta kompleks niso odkrili, da bi obstajalo 
najoptimalnejše razmerje med proteinoma za najvišjo toksičnost (Yalpani in sod., 2017). 
 
2.5.3 Insekticidnost egerolizinov iz gob rodu Pleurotus 
 
Egerolizini iz nekaterih vrst gliv so sposobni vezave na SM in CPE; slednji naj bi bil 
pomemben sfingolipid v nevretenčarskih vrstah. Za vezavo je sicer potrebna še prisotnost 
Hol v membranah. Izjema je PlyA2, ki kaže sposobnost vezave tudi na ekvimolarne 
liposome iz CPE in fosfatidilholina (PC) (Bhat in sod., 2015), medtem ko OlyA6 (Sepčić in 
sod., 2004) in EryA za vezavo potrebujeta prisotnost Hol (Bhat in sod., 2015). 
Vsi trije proteini imajo večjo afiniteto za CPE:Hol (1:1) liposome kot za SM:Hol (1:1). Če 
ni prisotnega SM ali CPE, se vezava ne zgodi, kar kaže na to, da je za vezavo potreben 
pozitiven naboj (ki ga SM in CPE imata) na površini membrane. EryA je celo pokazal 
specifičnost vezave samo na CPE:Hol in se na SM:Hol sploh ni vezal (Bhat in sod., 2015). 
CPE je v vretenčarskih membranah prisoten zgolj v sledovih, medtem ko je to eden glavnih 
sfingolipidov pri nekaterih nevretenčarjih, praživalih in bakterijah (Li Guan in sod., 2013; 
Guschina in sod., 2009; Sevova in sod., 2010; LaBach in White, 1969; Welti in sod., 2007). 
Fluorescentno označene egerolizine iz P. eryngii so uporabili za označevanje prikazovanja 
nevretenčarskih membran. S PlyA2 so uspeli označiti celice centralnega živčnega sistema 
pri ličinkah vinske mušice (Drosophila melanogaster), z EryA pa so uspeli označiti 
parazitske praživali Trypanosoma brucei, ko so bile te v razvojni fazi v krvnem obtoku 
sesalcev. Razvojnega stadija parazita T. brucei, ko je še v muhi cece in nima CPE, EryA 
temu primerno ni označil (Bhat in sod., 2015). 
Ker je CPE prisoten v določenih žuželčjih membranah, se poraja vprašanje, če bi se dalo 
uporabiti glivne proteinske komplekse iz Pleurotus za zatiranje kmetijskih škodljivcev. 
Njihov minimalen vpliv na naravo ob morebitni uporabi služi še kot dodatna spodbuda za 
korak v to smer. 
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Preglednica 1: Kemikalije 
Kemikalije Proizvajalec 
ceramid fosfoetanolamin (CPE) Matreya, ZDA 
holesterol, ampicilin, 
izopropil-ß-D-1-tiogalaktopiranozid (IPTG), 
imidazol, ß-merkaptoetanol, benzamidin, 
4-(2-aminoetil)benzensulfonil fluoride (AEBSF), 
fenilmetilsulfonil fluorid (PMSF), 
tris(hidroksimetil)aminometan (Tris), gvanidijev 
hidroklorid (Gdn-HCl), natrijev dodecilsulfat 
(NaDS), kalcein, tetrametiletilendiamin (TEMED), 
glicin, agar, Nipagin (metil 4-hidroksibenzoat) 
Sigma-Aldrich, ZDA 
palmitoiloleoilfosfatidilholin Avanti Polar Lipids, ZDA 
tripton BD, ZDA 
kvasni ekstrakt, natrijev dihidrogenfosfat 
(NaH2PO4), natrijev klorid (NaCl), Tris-HCl, urea, 
natrijev hidroksid (NaOH), etilendiamintetraocetna 
kislina (EDTA) 
Merck, Nemčija 
dikalijev dihidrogenfosfat (K2HPO4) Kemika, Hrvaška 
Triton X-100 Fluka, Švica 
akrilamid, amonijev persulfate (APS) Serva, Nemčija 
PageRuler Plus Prestained Protein Ladder, Pageruler 
Prestained Protein Ladder, SimplyBlueTM SafeStain 
Thermo Fisher Scientific, ZDA 
Actara (insekticid na bazi tiametoksama) Syngenta, Švica 




Preglednica 2: Encimi 
Encimi Proizvajalec 
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3.1.3 Raztopine in pufri  
 
Preglednica 3: Raztopine in pufri 
Raztopina/pufer Sestavine 
pufer za lizo – topni protein (OlyA6, PlyA2, EryA) 
50 mM NaH2PO4 × 2H2O; 300 mM NaCl; pH 7; 
encimi: lizocim 0,5 mg/ml; DNAza-benzonaza 5 
U/ml; RNAza-ribonukleaza 20 µl/ml;  proteazni 
inhibitorji: 1 mM benzamidin; 0,5 mM PMSF; U - 
enota 
pufer za lizo – PlyB 
50 mM NaH2PO4 × 2H2O; 300 mM NaCl; 10 mM 
imidazol; pH 8 
pufer za lizo pri zvijanju proteinov PlyB 20 mM Tris-HCl; pH 8 
pufer za spiranje inkluzijskih telesc 
20 mM Tris-HCl; 2 M Urea; 0,5 M NaCl; 2 % Triton 
X-100; pH 8 
pufer za shranjevanje inkluzijskih telesc 
20 mM Tris-HCl; 0,5 M NaCl; 2 % Triton X-100; 
pH 8 
pufer za raztapljanje inkluzijskih telesc 
20 mM Tris-HCl; 0,5 M NaCl; 6 M Gdn-HCl; 5 mM 
imidazol; 5 mM ß-merkaptoetanol; pH 8 
pufer za zvijanje inkluzijskih telesc 
20 mM Tris-HCl; 0,5 M NaCl; 5 mM imidazol; 5 
mM ß-merkaptoetanol; pH 8 
Ni-NTA pufer za lizo 50 mM NaH2PO4 × 2H2O; 300 mM NaCl; pH 7 
Ni-NTA pufer za spiranje 
50 mM NaH2PO4 × 2H2O; 300 mM NaCl; 25 mM 
imidazol; pH 7 
Ni-NTA pufer za elucijo 
50 mM NaH2PO4 × 2H2O; 300 mM NaCl; 300 mM 
imidazol; pH 7 
pufer za dializo 20 mM Tris; pH 8 
vezavni pufer za ionsko-izmenjevalno 
kromatografijo 
20 mM Tris; pH 8 
pufer za vezikle 20 mM Tris; 140 mM NaCl; 1 mM EDTA 
NaDS elektroforezni pufer 
3,03% (m/V) Tris, 14,4 % (m/V) glicin, 1 % 
(m/V) NaDS 
NaDS nanašalni gel (1 mm) 
0,3 ml akrilamid, 1,767 ml destilirane H2O, 0,75 ml 
0,5 M Tris, 30 µl 10 % NaDS, 150 µl 1,5 % APS, 3 
µl TEMED 
NaDS ločevalni gel 12% (1 mm) 
1,5 ml akrilamid, 2,587 ml destilirane H2O, 0,75 ml 
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3.1.4 Gojišča  
 
Preglednica 4: Gojišča 
Gojišča Sestavine 
Luria-Bertanijevo gojišče (LB) 
1 % m/V (masni odstotek v topilu) tripton, 0.5 % 
(m/V) kvasni ekstrakt, 1 % (m/V) NaCl 
 
bogato gojišče z Amp (TB) 
1.2 % (m/V) tripton, 2.4 % (m/V) kvasni ekstrakt, 
0.4 % V/V (volumenski odstotek) glicerol; 0,1 
mg/ml 
trdno gojišče LB Amp 
1 % (m/V) tripton, 0.5 % (m/V) kvasni ekstrakt, 1 % 
(m/V) NaCl, 15 mg/ml agar, 10 % (V/V) ampicilin 
umetna hrana za Drosophila suzukii 
m/m (masni odstotek); 33 % vode; 1,3 % agar; 1,3 
% sladkorja; 0,7 % pšenične moke; 3,3 % suhega 
kvasa; 0,26 % Nipagin; 26,3 % jabolčne kaše; ≈ 31,3 
% naravnega jabolčnega soka; ≈ 2,6 % jabolčnega 
kisa; dodan NaOH do pH 8 
hranilna mešanica za nimfe Sitobion avenae 
60% saharoza; mešanica aminokislin v mg/100 ml: 
800 alanin, 800 arginin, 600 asparagin, 
200 asparaginska kislina, 100 cistein, 10 cistin, 
40 γ-aminobutrična kislina, 400 glutaminska kislina, 
1200 glutamin, 40 glicin, 400 histidin, 400 levcin, 
400 lizin monohidroklorid, 200 metionin, 200 
fenilalanin, 200 prolin, 200 serin, 400 treonin, 200 
triptofan, 40 tirozin, 400 valin  
hrana za gosenice Galleria mellonella 
m/m; 50 % ovseni kosmiči, 42,5 % med, 7,5 % 
suhega kvasa 
 
3.1.5 Bakterijski sevi 
 
Preglednica 5: Bakterijski sevi 
Bakterijski sev Genotip 
Escherichia coli BL21(DE3) 
ompT gal dcm lon hsdSB(rB–mB–) λ(DE3 [lacI 
lacUV5-T7p07 ind1 sam7 nin5]) [malB+]K-12(λS) 
 
3.1.6 Plazmid  
 
Preglednica 6: Plazmid 
Plazmid  
pET-21c 
z genom za ustrezni protein (OlyA6, PlyA2, EryA ali 
PlyB) in genom za odpornost proti antibiotiku  
ampicilin 
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3.1.7 Testirani organizmi 
 
Preglednica 7: Testirani organizmi 
Testiran organizem  Vir 
plodova vinska mušica (Drosophila suzukii) Kmetijski inštitut Slovenije, Ljubljana 
hrošč mokar (Tenebrio molitor) Kmetijski inštitut Slovenije, Ljubljana 
voščena vešča (Galleria mellonella) Kmetijski inštitut Slovenije, Ljubljana 
velika žitna uš (Sitobion avenae) Kmetijski inštitut Slovenije, Ljubljana 
 
3.1.8 Laboratorijska oprema 
 
Preglednica 8: Laboratorijska oprema 
Laboratorijska oprema Proizvajalec 
avtoklav, rastna komora Kambič, Slovenija 
centrifuga 3-30KS Sigma, Nemčija 
centrifuga Sorvall Lynx 6000, spektrofotometer 
Nanodrop 1000 
Thermo Scientific, ZDA 
centrifuga Centric 322 A, vibracijski stresalnik 
Vibromix 10, magnetno mešalo MM450 
Tehtnica, Slovenija 
toplotni stresalnik TS-100 Biosan, Latvija 
stresalnik Belly Dancer Stovall, ZDA 
vodna kopel Isotemp 215 Fisher Scientific, ZDA 
spektrofotometer Infinite® F Nano+ Tecan Trading AG, Švica 
spektrofotomer UV-1800 Shimadzu, Japonska 
spektrofluorometer FP-750 Jasco, ZDA 
tehtnica Sartorius, Švedska 
pH-meter  Mettler Toledo, Nemčija 
gravitacijska kolona Qiagen 
digestorij Variolab Mobilien W 90 Waldner Laboreinrichtungen GmbH & Co, Nemčija 
rotavapor R-134 Büchi, Švica 
sonikator VC 750 Sonics & Materials, ZDA 
FPLC (fast protein liquid chromatography) 
kromatografski sistem Akta 
Pharmacia, Švedska 
MonoQ kolona 10/100 GE Healthcare, ZDA 
elektroforezna aparatura Mini-Protean II Bio-Rad, ZDA 
sistem G:BOX za zajem slik gela Syngene, Velika Britanija 
koncentrator AmiconUltra MWCO 10.000 Millipore, ZDA 
kolona s polnilcem Sephadex G50 GE Healthcare, ZDA 
kolona s polnilcem Ni-NTA agaroza Qiagen, Nemčija 
dializna membrana Spectra/Por, ZDA 
CO2 jeklenka in pištola za sproščanje plina Messer, Nemčija se nadaljuje 
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Nadaljevanje Preglednice 8: Laboratorijska oprema 
Laboratorijska oprema Proizvajalec 
povečevalna lupa Leica M205C Leica, Nemčija 
mikroinjekcija Neuros Syringe Gas-tight 1702 Hamilton, ZDA 
hladilnik Gorenje, Slovenija 




3.2.1 Izolacija egerolizinov (OlyA6, PlyA2, EryA) 
 
Uporabili smo kompetentne celice Escherichia coli BL21(DE3), katerim smo dodali 1 µl 
plazmidne DNA (pET21c z genom za PlyA2 ali OlyA6 ali EryA in genom za odpornost proti 
ampicilinu). Mešanico v tej mikrocentrifugirki smo inkubirali 10 minut na ledu, nato pa jo 
prenesli v vodno kopel s T = 42 °C za 90 sekund. Dali smo jo nazaj na led, dodali 600 µl 
gojišča LB in imeli na termobloku 1 uro pri temperaturi 37 °C in 200 vrtljajih na minuto 
(vrt/min). Transformirane celice smo nato cepili na gojišča LB z dodanim ampicilinom (LB 
Amp). Iz posamezne mikrocentrifugirke smo cepili na dve plošči LB Amp, na prvo 100 µl, 
na drugo 200 µl. Plošče smo inkubirali na temperaturi 37 °C. 
Naslednji dan smo cepili po 3 kolonije v tekoča gojišča LB z 10 % (V/V) ampicilinom, 
inkubirali preko noči na 37 °C, nato pa to gojišče dodali po 2 ml v 100 ml gojišča Terrific 
Broth, katera smo nato inkubirali v stresalniku pri 37 °C na 180 vrt/min. Redno smo merili 
optično gostoto in ko je ta dosegla vrednost med 0,5 in 0,8 smo inducirali izražanje gena za 
protein z 1 mM izopropil-ß-D-1-tiogalaktopiranozidom (IPTG). Kulturo smo nato stresali 
pri 20 °C na 180 vrt/min preko noči. 
Kulturo smo nato centrifugirali 10 min pri 6000 × gravitacijska konstanta (G) in 4 °C, odlili 
supernatant in resuspendirali usedlino v fiziološki raztopini. Postopek smo ponovili še 
enkrat, nato pa usedlini dodali pufer za lizo z dodanimi encimi in proteaznimi inhibitorji. 
Mešanico smo vorteksirali, nato pa na ledu sonicirali 300-krat po 2 sekundi z 2-sekundnim 
premorom pri amplitudi 40%. Soniciran vzorec smo nato stresali 15 min na 4 °C, nato pa 30 
min centrifugirali pri 26.323 × G in še enkrat 30 min pri 100.000 × G, da se znebimo netopnih 
delcev. Obe centrifugiranji smo izvajali pri 4 °C. 
Pred nanosom supernatanta na kolono za nikljevo afinitetno kromatografijo (Ni2+-NTA) smo 
to sprali s približno 3-kratnim volumnom pufra za lizo. Iz supernatanta smo s pomočjo Ni2+-
NTA izolirali OlyA6, PlyA2 in EryA, in sicer smo supernatant sprva inkubirali s kroglicami 
Ni2+-NTA 30 min z rahlim stresanjem na 4 °C. Nevezano frakcijo smo sprali s 15 ml pufra 
za lizo, nato pa še nespecifično vezane proteine s 30 ml pufra za spiranje. Rekombinantne 
proteine smo sprali z vsaj 5 ml pufra za elucijo.  
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Eluatu smo nato zamenjali pufer s pomočjo dialize, in sicer v 20 mM Tris s pH 8. Eluat smo 
nalili v vrečko iz dializne membrane z zgornjo prepustnostjo 6-8 kDa, ki je bila prej za 30 
minut namočena v Milli-Q vodo. Vrečko smo speli in jo obesili na plovec ter vstavili v 
posodo s 3 l pufra za dializo in jo pokrili. Posodo smo postavili na magnetno mešalo in 
pustili, da se vsebina meša preko noči. 
Proteina OlyA6 in PlyA2 se je nato še prečistilo z ionsko-izmenjevalno kromatografijo na 
MonoQ koloni na FPLC sistemu Akta (fast protein liquid chromatography), kjer smo ju 
eluirali s pomočjo NaCl gradienta od 0 do 250 mM. Pred nanosom smo ju centrifugirali 10 
min pri 4 °C in 10 000 × G. Koncentracijo proteinov smo določili z mikrovolumenskim 
spektrofotometrom Nanodrop 2000, proteine smo hranili pri približno 1 mg/ml za topne 
(PlyA2, OlyA6, EryA) in 0,5 mg/ml za netopne (PlyB). Za preverjanje njihove čistosti in 
velikosti smo uporabili NaDS-PAGE (poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti 
natrijevega dodecilsulfata) na homogenem 12% akrilamidnem gelu. Proteine smo obarvali z 
barvilom SimplyBlue SafeStain. 
 
3.2.2 Izolacija pleurotolizina B (PlyB) 
 
Transformacija za sintezo rekombinantnega proteina PlyB je potekala enako kot pri 
egerolizinih. Uporabili smo enak plazmid, ki pa je imel vstavljen gen za PlyB. 
 
Izolacija PlyB je potekala malo drugače, saj se PlyB izraža v obliki, ki tvori netopne 
proteinske agregate. Pri gojenju, po induciranju izražanja vstavljenih genov za proteine z 
IPTG ostane temperatura inkubacije 37 °C za razliko od egerolizinov, pri kateri se 
temperaturo zniža na 20 °C, da se ne bi agregirali. Ker se PlyB tako ali tako izraža v 
agregirani netopni obliki, smo zaradi učinkovitosti ekspresije pustili temperaturo pri 37 °C. 
Pri homogenizaciji transformirane E. coli ima pufer za lizo pri homogenizaciji dodan 10 mM 
imidazol in dodana reducent ß-merkaptoetanol, ki cepi disulfidne mostičke in pripomore k 
razvitju proteina, in serin proteazni inhibitor AEBSF. Po dodajanju homogenizacijskih 
učinkovin se je pred sonikacijo mešanico vorteksiralo in nato še inkubiralo s mešanjem s 
pomočjo magnetnega mešala pri 4 °C. Mešanico se je po sonikaciji in 15-minutnem stresanju 
na 4 °C centrifugiralo 30 min na 4 °C pri 26.323 × G. 
 
Glavna razlika pri pridobivanju funkcionalne oblike PlyB je bil proces zvijanja proteina na 
novo po tem, ko smo ga razvili in pridobili njegovo topno obliko. Usedlini iz prejšnjega 
koraka smo dodali 3 ml pufra za lizo na 1 g teže usedline in dobro resuspendirali. Vsebino 
smo nato sonicirali na ledu 3-krat po 20 s z vmesnim 40 s premorom pri amplitudi 40 %. Ta 
homogeniziran vzorec smo nato centrifugirali za 20 min na 4 °C pri 17000 × G. Supernatant 
smo odstranili, usedlino pa ponovno resuspendirali s 5 ml pufra za spiranje inkluzijskih 
telesc na 1 gram teže usedline, čemur je sledila še ena enaka sonikacija kot pri prejšnjem 
koraku in še eno centrifugiranje pri enakih pogojih. Za shranjevanje pri – 20 °C smo to 
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usedlino resuspendirali v pufru za shranjevanje inkluzijskih telesc – 5 ml na 1 gram teže 
usedline in centrifugirali pri enakih pogojih kot prej, kjer smo supernatant odstranili, 
usedlino pa smo lahko shranili.  
 
Sprana inkluzijska telesca smo resuspendirali v pufru za raztapljanje inkluzijskih telesc (3 
ml na 1 g spranih inkluzijskih telesc). Mešanico smo še dodatno mešali 1 uro na magnetnem 
mešalu pri 4 °C, da bi se inkluzijska telesca raztopila. Homogeniziran vzorec smo nato 
centrifugirali 30 min na 4 °C pri 17.000 × G, kjer smo obdržali supernatant, kjer naj bi bila 
raztopljena inkluzijska telesca. 
 
Supernatant iz prejšnjega koraka smo počasi po kapljicah na 5 min dodajali v 50-kratni 
volumen pufra za zvijanje proteina, in sicer med intenzivnim mešanjem na magnetnem 
mešalu na 4 °C. Vzorec smo nato centrifugirali 30 min na 4 °C pri 24.600 × G z namenom 
odstranitve netopnih delcev, saj se je PlyB nahajal v supernatantu v topni obliki. S 
supernatantom se je nato nadaljevalo delo na Ni2+-NTA koloni na enak način kot pri 
egerolizinih, dializa je potekala prav tako enako. 
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3.2.3 NaDS-poliakrilamidna gelska elektroforeza 
 
Poliakrilamidna gelska elektroforeza z natrijevim dodecilsulfatom (NaDS-PAGE) je 
tehnika, s katero se ločuje proteine na osnovi njihovih molekulskih mas in preverja njihovo 
čistost. Proteini potujejo od katode proti anodi skozi gel, ki je med njima, celoten sistem je 
torej v električnem polju. Večji proteini potujejo počasneje, manjši hitreje. Da bi 
nevtralizirali vpliv naboja proteinov na njihovo mobilnost skozi gel, so proteinski vzorci v 
gelu izpostavljeni NaDS, ki z vezavo na hidrofobne dele denaturiranih proteinov poskrbi za 
negativni naboj in s tem zagotovi smer potovanja proti pozitivno nabiti anodi. 
 
Petnajst µl vzorca smo zmešali s 5 µl nanašalnega pufra SimplyBlueTM SafeStain, proteine 
smo nato denaturirali s 3-minutno inkubacijo pri 100 °C. Na 12 % ločevalni 1 mm 
poliakrilamidni gel smo nato nanesli po 10 µl te mešanice. Gelska elektroforeza je potekala 
v elektroforezni banjici Mini-Protean II. Kot standardno lestvico, s katero se je merilo 
velikost vzorcev, smo uporabili PageRuler Prestained Protein Ladder. Elektroforeza smo 
izvajali 50 min pri napetosti 180 V in toku 30 mA v NaDS elektroforeznem pufru. Po 
končani elektroforezi smo gele 3-krat sprali z Mili-Q, nato pa inkubirali 60 min v barvilu 
SimplyBlueTM SafeStain z rahlim stresanjem. Gele smo pred zajetjem slike razbarvali v 
Mili-Q. 
 
3.2.4 Test permeabilizacije lipidnih veziklov 
 
Pred insekticidinimi toksikološkimi testi smo preverili aktivnost proteinov v umetni hrani za 
plodovo vinsko mušico. 
Vezikle smo pripravili iz CPE, Hol in POPC v molarnem razmerju 1:1:1. Lipide smo 
raztopili v mešanici kloroforma in metanola v volumenskem razmerju 9:1. S pomočjo 
rotavaporja smo topilo izpareli, tako da je ostal lipidni film, ki smo mu dodali 80 mM kalcein 
in ¼ žličke steklenih kroglic. Lipide smo raztopili s pomočjo vorteksa in dobili smo 
multilaminarne vezikle (MLV) s koncentracijo 2,5 mg/ml. Da bi dobili majhne unilaminarne 
vezikle (SUV) smo raztopino prenesli v mikrocentrifugirko, ki smo jo nato na ledu 60-krat 
sonicirali (10 s sonikacije, ki ji sledi 10 s premor). Prosti kalcein, ki se ni ujel v vezikle, smo 
odstranili z gelsko filtracijo na koloni Sephadex G-50 s pomočjo centrifuge 5 min na 5000 
× G. Kolono smo predhodno sprali s pufrom za vezikle (20 mM Tris; 140 mM NaCl; 1 mM 
EDTA), da smo vzpostavili izotonično okolje, ki ne bi povzročilo pokanja veziklov. 
Dvajset µl spranih – in napolnjenih s kalceinom – veziklov smo zmešali z 12 ml pufra za 
vezikle. Proteinske komplekse smo prej združili v razmerju 12,5:1 
(EryA/OlyA6/PlyA2:PlyB; 500:40 µg/ml), nato pa zmešali skupaj z umetno hrano za 
plodovo vinsko mušico, ki smo ji uravnali pH na 7. Mešanico smo inkubirali 10 dni na sobni 
temperaturi. Mešanico smo nato centrifugirali na 60 000 × G za 10 min. S testom 
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permeabilizacije lipidnih veziklov smo preverjali aktivnost tega supernatanta na SUV-ih, 
napolnjenih s kalceinom. 
 
3.2.5 Hemolizni test 
 
Eritrociti, katere smo uporabili za merjenje hemolitične aktivnosti, smo imeli shranjene v 
citratnem pufru. Sprali smo jih je s fiziološko raztopino 2- do 3-krat s pomočjo centrifuge (5 
min na 5000 × G), zadnje spiranje pa je bilo s pufrom za eritrocite (130 mM NaCl, 20 mM 
M Tris, pH 7,4). Eritrocite smo zmešali z ustreznimi proteinskimi mešanicami, ki so bile 
enakih razmerjih kot pri testu permeabilizacije lipidnih veziklov. Hemolizne teste smo 
uporabili za preverjanje aktivnosti proteinskih kompleksov, ko smo te inkubirali 3 dni s 
hranilno mešanico za nimfe velike žitne uši. Eritrocite smo tik pred merjenjem zmešali z 
ustreznimi vzorci v mikrotitrni plošči, ki smo jo vstavili v čitalec mikrotitrnih plošč Dynex. 
Absorbanco smo merili pri 630 nm. 
 
3.2.6 Meritve koncetracij in koncetriranje proteinov 
 
Koncentracijo rekombinantnih proteinov OlyA6, PlyA2, EryA in PlyB smo določili na 
meritveni napravi NanoDrop z merjenjem absorbcije UV-svetlobe pri 280 nm. Teoretični 
ekstinkcijski koeficient (ɛ) smo določili z bioinformatskim orodjem ProtParam na portalu 
ExPASy. Za OlyA6 je bil ɛ=39085 M-1cm-1, za PlyA2 ɛ=39085 M-1cm-1, za EryA ɛ=40575 
M-1cm-1 in za PlyB ɛ=52370 M-1cm-1. Koncentriranje proteinov smo izvajali z Milipore 
kolonami Amicon Ultra, ki imajo prepustnost pod 10 kDa, kjer smo kolone z nanešenim 
določenim proteinom (OlyA6, PlyA2, EryA) centrifugirali 4 min pri 4000 × G. Redčili smo 
jih z ustreznim dodajanjem pufra 20 mM Tris, pH 8.  
 
3.2.7 Preverjanje toksičnosti na škodljivcih 
 
Teste toksičnosti proteinskih kompleksov smo opravljali na štirih modelnih organizmih: 
plodovi vinski mušici (Drosophila suzukii Matsumura), nimfah velike žitne uši (Sitobion 
avenae Fabricius), ličinkah voščene vešče (Galleria mellonella L.) in ličinkah hrošča 
mokarja (Tenebrio molitor L.). 
Posamezne plodove vinske mušice smo pridobili iz insektarijev na Kmetijskem inštitutu 
Slovenije. Izvorna jajčeca so sicer bila z Julius Kühn inštituta, Institute of Biological 
Control. Plastični insektariji so bili dimenzij 30 × 30 × 30 cm, ki so bili v rastni komori pri 
22 ±1 °C, 77 % relativni zračni vlagi in 14-urni dnevni osvetlitvi. Znotraj insektarija je bila 
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na voljo vodovodna voda (namočena vata) in umetna hrana za mušice (pH 4, saj ni bil dodan 
NaOH). 
Velike žitne uši smo bile nabrali na žitnih poljih osrednje Slovenije. Te smo nato gojili 1 
leto na poganjkih žita pri enakih pogojih kot plodove vinske mušice. Iz te kulture smo nato 
vzorčili nimfe. Ličinke hrošča mokarja smo gojili v rastni komori pri 30 ±1 °C, 55 % relativni 
vlažnosti v temi. Ličinke voščene vešče smo gojili v rastni komori na Kmetijskem inštitutu 
Slovenija pri približno 29 °C v temi. 
Teste smo izvajali na dva načina. Pri plodovi vinski mušici in nimfah velikih žitnih uši smo 
proteine zmešali s hranilno mešanico, ki so jo živali uživale. Pri ličinkah hroščev mokarjev 
in voščene vešče smo proteine aplicirali s prisilnim hranjenjem s Hamiltonovo 
mikroinjekcijo.  
 
3.2.7.1 Plodova vinska mušica (Drosophila suzukii Matsumura) 
 
Jabolčni medij za gojenje plodove vinske mušice smo pripravili iz 250 ml dH2O, 10 g agarja, 
10 g sladkorja, 5 g pšenične moke, 25 g suhega kvasa, 2 g Nipagina, 200 g jabolčne kaše, 
230 ml naravnega jabolčnega soka, 15 ml jabolčnega kisa. Nipagin je sredstvo proti glivnim 
okužbam. Zanj smo tudi posebej preverili, če vpliva na aktivnosti egerolizinov in potrdili 
smo, da ne. Ker je nastala mešanica imela pH 4 pri kateri kompleksi egerolizinov s PlyB 
niso stabilni, smo z dodajanjem NaOH dvignili pH na 8. 
Umetno gojišče smo zatehtali (1 g) in mu dodali enako maso (1 ml) proteinske mešanice ter 
jo 'spasirali' v gosto kašo. Spasirali smo jo s sterilno spatulo v digestoriju. V posamezno 250 
ml plastično škatlico, ki je služila kot mini insektarij, smo vnesli 2 g novonastale kaše. V 
vsak mini insektarij smo vnesli 14-17 mušic (sestava spolov, starost in morebitna oplojenost 
samic je bila neznana). Negativna kontrola je bila 20 mM Tris, 50 mM NaCl, 1 % glicerol, 
pH 7, kar je ustrezalo pufru, v katerem so se nahajali proteini. Glicerol smo uporabljali za 
hrambo PlyB, da ta ne bi agregiral. Pozitivna kontrola je bil 0,1% insekticid Laser, 
koncentracijo zanj smo računali glede na totalno količino spasirane kaše. Obravnavane 
proteinske mešanice so bile OlyA6 : PlyB, PlyA2 : PlyB in EryA : PlyB, ki so bile v 
insektarijih prisotne v razmerju 12,5 : 1. Totalna količina proteinov v posamezem insektariju 
je bila 500 µg OlyA6/PlyA2/EryA in 40 µg PlyB. Insektarije smo postavili v rastno komoro, 
kjer smo jih spremljali 10 dni. Razmere v komori so bile 77 % relativna vlažnost, 22 °C in 
14-urna dnevna osvetlitev. Poskuse smo izvedli v treh ponovitvah. 
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3.2.7.2 Velika žitna uš (Sitobion avenae) 
 
Proteinske komplekse smo testirali na nimfah velikih žitnih uši na razvojni stopnji N2 (velike 
okoli 2 mm). Z nastavitvijo poskusa smo posnemali list. V petrijevko smo dali po 5 listnih 
uši (nimf N2), petrijevko smo prekrili s parafilmom in na parafilm kanili 100 µl testne 
mešanice – sestavljene iz 50 µl hranilne raztopine (60% saharoze in mešanica aminokislin; 
glej Preglednico 4) in 50 µl ustrezne proteinske mešanice. To smo prekrili z drugim slojem 
parafilma, tako da je bil testni medij stisnjen med 2 plasti parafilma. Živali so bile sposobne 
predreti spodnji sloj parafilma, da so dosegle hranilno raztopino. Za negativno kontrolo smo 
uporabili pufer 20 mM Tris, 50 mM NaCl, 0,5 % glicerol, pH 8. Za pozitivno kontrolo smo 
vzeli 0,1% insekticid Actara (odstotek smo izračunali glede na totalno količino testnega 
medija). Obravnavane proteinske mešanice so imele koncentracijo egerolizin : PlyB = 500 : 
40 µg/ml, absolutna količina na petrijevko je za OlyA6, PlyA2, EryA je bila 25 µg za 
egerolizin in 2 µg za PlyB. Petrijevke smo postavili v rastno komoro, kjer smo jih spremljali 
7 dni. Razmere v komori so bile 77 % relativna vlažnost, 22 °C in 14-urna osvetlitev. 
 
3.2.7.3 Hrošč mokar, voščena vešča (Tenebrio molitor, Galleria mellonella) 
 
Ličinke teh dveh živali smo testirali s prisilnim hranjenjem s Hamiltonovo mikroinjekcijo, 
pri čemer smo preučevane snovi skozi usta vbrizgali v srednji del črevesja testnih živali. 
Zaradi kanibalističnih teženj ličink hrošča mokarja smo jih dali v 6-jamične plošče, da je 
bila vsaka ličinka v svoji jamici. Gosenice voščene vešče smo hranili skupaj v eni petrijevki 
po šest osebkov skupaj. Osebke smo opazovali vsak dan. Hrana za mokarje je bil kosmič 
ovsa, za voščeno veščo pa mešanica medu, ovsa in kvasa. Hrano smo jim je po potrebi 
dodajali vsak drugi dan. Plošče z ličinkami mokarjev smo hranili na temnem v rastni komori 
s 40 % relativno vlažnostjo in 28 °C. Plošče z ličinkami voščene vešče smo hranili pri 
pogojih 44 – 66 % relativne vlažnosti, 19,4 – 24,4 °C v pokriti škatli. 
Testirali smo jih je na 3 načine:  
a) v ličinke hrošča mokarja smo vbrizgali po 10 µl, v ličinke voščene vešče pa 15 µl enake 
proteinske mešanice s koncentracijo egerolizin:PlyB = 500 : 40 µg/ml. Negativna kontrola 
je bil pufer 20 mM Tris, 50 mM NaCl, 0,5 % glicerol, pH 8. Pozitivna kontrola je bil 0,1 % 
insekticid Actara. Določeni izpostavitvi smo podvrgli 6 ličink ene vrste. 
b) v ličinke hrošča mokarja smo vbrizgali 10 µl, v ličinke voščene vešče pa 15 µl proteinske 
mešanice egerolizin:PlyB = 750 : 60 µg/ml. Za negativno kontrolo smo vzeli pufer 20 mM 
Tris, 50 mM NaCl, 0,5 % glicerol, pH 8. Pozitivne kontrole so bile 1 % Naturalis pri ličinkah 
obeh vrst, 1 % Novodor za ličinke mokarja in 1 % Naturalis za ličinke voščene vešče. Na 
vsako izpostavitev je prišlo 6 ličink določene vrste. 
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c) vsakodnevno vbrizgavanje v ličinke hrošča mokarja po 5 µl in v ličinke voščene vešče po 
10 µl proteinske mešanice OlyA6/PlyA2/EryA : PlyB = 500 : 40 µg/ml; 4 dni zapored. 
Negativna kontrola je bila pufer 20 mM Tris, 50 mM NaCl, 0,5 % glicerol, pH 8. Posamezna 
izpostavitev je obsegala 6 ličink. Pozitivne kontrole tu nismo imeli, saj so bile te zajete že 
pri ostalih poskusih s prisilnim hranjenjem. Živali so po izpostavitvi insekticidu Actara zelo 
hitro poginile in večdnevna izpostava niti ni bila možna. 
Rezultate za D. suzukii in S. avenae smo obdelali z enosmerno ANOVA, primerjavo 
posameznih obravnavanj pa naredili s Tukeyevim post-hoc testom. Za T. molitor in G. 
mellonella smo naredili Kaplan-Meier analizo preživetja, kateri je sledil χ2 – test (Mantel-
Cox test), kjer smo primerjali učinek pufra na preživetje z vsakim izmed obravnavanj. P-
vrednosti smo primerjali z Bonferronijevo popravljeno pražno vrednostjo za statistično 
značilnost – P/K, kjer je P=0,05 in K enak številu parnih primerjav. Vrednosti χ2 in P smo 
pridobili iz primerjav Kaplan-Meier krivulj preživetja. Za statististično obdelavo smo 
uporabili GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc., La Jolla, Kalifornija, ZDA). 
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4.1 IONSKO-IZMENJEVALNA KROMATOGRAFIJA  
 
Ionsko-izmenjevalno kromatografijo (IEX) se je izvedlo samo za proteina OlyA6 in PlyA2. 
Za EryA in PlyB je obstajal strah, da bi z njo izgubili preveč proteina, katerih pridobivanje 
je relativno zamudno. Spodaj na slikah (Slika 1, Slika 2) so prikazani vrhovi, ki nakazujejo, 




 c(NaCl) 0 → 250 mM 
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Slika 1: Prikaz prečiščenja proteina ostreolizina A6 z ionsko-izmenjevalno kromatografijo. Zelena črta 
predstavlja višanje koncentracije NaCl od 0 do 250 mM, v enakem pufru kot v katerem so bili proteini, s 
katerim se je eluiralo protein z MonoQ kolone. Rdeče oznake predstavljajo zajete eluate, v katerih je bil 
protein. 
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4.2 Na-DS GELSKA ELEKTROFOREZA 
 
Na slikah 3 in 4 so prikazani proteini PlyA2, OlyA6 in EryA sintetizirani v bakteriji E. coli 
BL21(DE3) po izolaciji z nikelj-afinitetno kromatografijo in v primeru PlyA2 in OlyA6 tudi 
po prečiščenju z ionsko-izmenjevalno kromatografijo. Na Sliki 5 so na gelu prikazani vsi 
egerolizini, skupaj s PlyB. 
c(NaCl) 0 → 250 mM 
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Slika 2: Prikaz prečiščenja proteina pleurotolizina A2 z ionsko-izmenjevalno kromatografijo. Zelena črta 
predstavlja višanje koncentracije NaCl od 0 do 250 mM, v enakem pufru kot v katerem so bili proteini, s 
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Slika 3: Na-DS elektroforezni gel s PlyA2 in OlyA6. MW – velikostna lestvica. 1 – PlyA2 pred ionsko 
izmenjevalno kromatografijo (IEX), 2 – PlyA2 po IEX. Razlika v vidnosti lis med 1. in 2. jamico je posledica 
dodatnega koncentriranja proteina s pomočjo kolone AmiconUltra. 3 – ostreolizin A6 pred IEX, 4 – ostreolizin 
A6 po IEX. Egerolizini na slikah ustrezajo lisam velikosti okoli 16 kDa; lise z večjo molekulsko maso 
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MW 1 2 3 4 
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Slika 4: Serija vzorcev iz različnih korakov izolacije proteina erilizina A. MW – velikostna lestvica. EryA – 
erilizin A. Nevezana frakcija, eluat 2 in eluat 3 se nanašajo na nikelj-afinitetno kromatografijo. Jamica, 
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Slika 5: NaDS elektroforezni gel, kjer so prikazani vsi proteini, ki sodelujejo pri porotvorni aktivnosti. MW – 
velikostna lestvica; 1 – ostreolizin A6; 2 – pleurotolizin A2; 3 – erilizin A; 4 – pleurotolizin B. Egerolizini na 
slikah ustrezajo lisam velikosti okoli 16 kDa; lise z večjo molekulsko maso predstavljajo agregate teh proteinov.  
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4.3 TEST PERMEABILIZACIJE LIPIDNIH VEZIKLOV 
 
Test permeabilizacije lipidnih veziklov smo izvedli s proteinskimi kompleksi na veziklih 
CPE:POPC:Hol (1:1:1). Proteinske komplekse smo 10 dni inkubirali s hranilnim medijem 
za plodovo vinsko mušico v masnem razmerju 1:1, ali pa s pufrom (20 mM Tris; pH 8) v 
razmerju 1 : 1 (čisti vzorec). Koncentracije so ustrezale tistim, ki se jih je uporabilo za 
toksikološke teste.Pozitivna kontrola je bil detergent Triton X-100, na katerega se je tudi 
računalo % aktivnosti. 
Z grafov je opazno, da proteinski kompleksi po 10 dneh inkubacije v hrani za D. suzukii še 
obdržijo aktivnost, vendar je ta manjša kot pri čistih kompleksih, ki niso bili zmešani z 
umetno hrano. Najboljšo aktivnost je ohranil OlyA6 – ohranjena približno 50 % aktivnost v 
primerjavi s čistim vzorcem (Slika 6), sledi mu PlyA2 – slabih 20 % ohranjena aktivnost v 
primerjavi s čistim vzorcem (Slika 7), najslabšo pa je bilo zaznati pri EryA, ki je ohranil 
slabih 30 % aktivnosti čistega vzorca (Slika 8). Pri EryA je bil v primerjavi z OlyA6 in 
PlyA2 slabše aktiven tudi tisti iz čistega vzorca. 
 
Slika 6: Graf aktivnosti ostreolizin A6/pleurotolizin B kompleksa, kjer se meri odstotek sproščenega 
kalceina iz umetnih veziklov (palmitoiloleoilfosfatidilholin : ceramid fosfoetanolamin : holesterol, 1 : 
1 :1 ) v odstotkih v odvisnosti od časa. OlyA/PlyB označuje čisti vzorec, ki se je inkubiral 10 dni brez 
umetne hrane za plodovo vinsko mušico na sobni temperaturi, OlyA/PlyB + DSG pa označuje vzorec, 
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Slika 7: Graf aktivnosti pleurotolizin A2/pleurotolizin B kompleksa, kjer se meri odstotek sproščenega 
kalceina iz umetnih veziklov (palmitoiloleoilfosfatidilholin : ceramid fosfoetanolamin : holesterol, 1 : 
1 :1 ) v odstotkih v odvisnosti od časa. PlyA2/PlyB označuje čisti vzorec, ki se je inkubiral 10 dni brez 
umetne hrane za plodovo vinsko mušico na sobni temperaturi. PlyA2/PlyB + DSG pa označuje vzorec, 
ki se je inkubiral 10 dni na sobni temperaturi, zmešan z gojiščem za D. suzukii. DSG – gojišče za D. 
suzukii. 
Slika 8: Graf aktivnosti erilizin A/pleurotolizin B kompleksa, kjer se meri odstotek sproščenega kalceina 
iz umetnih veziklov (palmitoiloleoilfosfatidilholin : ceramid fosfoetanolamin : holesterol, 1 : 1 :1 )  v 
odstotkih v odvisnosti od časa. EryA /PlyB označuje čisti vzorec, ki se je inkubiral 10 dni brez umetne 
hrane za plodovo vinsko mušico na sobni temperaturi, EryA/PlyB + DSG pa označuje vzorec, ki se je 
inkubiral 10 dni na sobni temperaturi, zmešan z gojiščem za D. suzukii. DSG – gojišče za D. suzukii. 
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4.4 HEMOLIZNI TEST 
 
Hemolizni test se je izvedel na prečiščenih govejih eritrocitih s proteinskimi mešanicami, ki 
so se zmešali s hranilno raztopino za listne uši in inkubirali na sobni temperaturi 3 dni. Za 
primerjavo so služile čiste proteinske mešanice enakih koncentracij, ki so se prav tako 
inkubirale 3 dni na sobni temperaturi. Koncentracije so bile enake kot tiste, ki so se uporabile 
za teste na nimfah velike žitne uši. Pri grafu, ki prikazuje hemolizni test za OlyA6/PlyB, ne 
vidimo dobre krivulje za čisto proteinsko mešanico, saj je hemoliza potekla prehitro, da bi 
lahko prebrali prvo vrednost, kar kaže, da inkubacija na sobni temperaturi ne predstavlja 
bistvene težave za aktivnosti proteinov. Enako velja za proteinsko mešanico, ki se je 
inkubirala s hranilno raztopino za uši, v kateri je 30 % saharoza in mešanica aminokislin 
(Slika 9). Aktivnost PlyA2/PlyB je praktično enaka OlyA6/PlyB (Slika 10), medtem ko je 
mešanica EryA/PlyB najpočasneje lizirala eritrocite. V primeru EryA/PlyB se tudi najbolje 
vidi razlika v hitrosti delovanja med čisto proteinsko mešanico in s hrano za listne uši 













Slika 9: Graf hemolitične aktivnosti na govejih eritrocitih kompleksa ostreolizin A6/pleurotolizin B po 3-
dnevni inkubaciji na sobni temperaturi, kjer se je na 630 nm merilo optično gostoto v času. OlyA6/PlyB + 
LUH (rdeča črta) predstavlja mešanico, ki se je inkubirala 3 dni s hrano za S. avenae, medtem ko OlyA6 + 
PlyB (modra črta) predstavlja čisto proteinsko mešanico. LUH – hrana za velike žitne uši. 
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Slika 11: Graf hemolitične aktivnosti na govejih eritrocitih kompleksa erilizin A/pleurotolizin B po 3-
dnevni inkubaciji na sobni temperaturi, kjer se je na 630 nm merilo optično gostoto v času. EryA /PlyB + 
LUH (rdeča črta) predstavlja mešanico, ki se je inkubirala 3 dni s hrano za S. avenae, medtem ko EryA + 
PlyB (modra črta) predstavlja čisto proteinsko mešanico. LUH – hrana za velike žitne uši. 
Slika 10: Graf hemolitične aktivnosti na govejih eritrocitih kompleksa pleurotolizin A2/pleurotolizin B po 
3-dnevni inkubaciji na sobni temperaturi, kjer se je na 630 nm merilo optično gostoto v času. PlyA2/PlyB + 
LUH (rdeča črta) predstavlja mešanico, ki se je inkubirala 3 dni s hrano za S. avenae, medtem ko PlyA2 + 
PlyB (modra črta) predstavlja čisto proteinsko mešanico. LUH – hrana za velike žitne uši. 
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4.5 TOKSIKOLOŠKI TESTI 
 
Rezultati toksikoloških testov egeroliznskih kompleksov za D. suzukii in S. avenae so bili 
negativni. Pri nobenem od teh organizmov nismo opazili povečanja smrtnosti (sliki 12 in 
13).  
Podatke o vplivu egerolizinoskih mešanic in insekticidov na preživetje T. molitor (Slike 14-
16) in G. mellonella (Slike 17-19) smo analizirali s Kaplan-Meier-jevo metodo. Ta analiza 
nam pove verjetnost preživetja določenega osebka po nekem pretečenem času. Krivulje 
preživetja posameznih obravnavanj smo primerjali s krivuljo preživetja obravnavanja, kjer 
smo živali izpostavili pufru (negativna kontrola). Samo pozitivna kontrola (insekticid 
Actara) se je statistično razlikovala od negativne kontrole pri vseh poskusih. Noben od 
proteinskih kompleksov ni pri nobenem načinu prisilnega hranjenja kazal statistično 
značilno povečal smrtnosti. 
 
Slika 12: Odstotek preživetja plodovih vinskih 
mušic (Drosophila suzukii) 10 dni po 
izpostavitvi v odvisnosti od prisotnosti 
določene snovi, ki je bila zmešana s hranilnim 
gojiščem za mušice. Zvezdica (*) pomeni 
statistično značilno različno skupino od 
kontrolne (pufer). DPI – dnevi po izpostavitvi. 
Slika 13: Odstotek preživetja velikih 
žitnih uši (Sitobion avenae) 3 dni po 
izpostavitvi v odvisnosti od prisotnosti 
določene snovi, ki je bila zmešana s 
hranilno raztopino za listne uši. Zvezdica 
(*) pomeni statistično značilno različno 
skupino od kontrolne (pufer). DPI – dnevi 
po izpostavitvi. 
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Slika 14: Kaplan-Meier analiza preživetja za T. molitor za enkratno dozo 10 µl ustrezne snovi, 
kjer je prikazana verjetnost preživetja skozi čas. Koncentracija proteinske mešanice je bila 
egerolizin : PlyB = 500 : 40 µg/ml. Zvezdica (*) označuje statistično značilno razliko v 
primerjavi s pufrom. DPI – dnevi po izpostavitvi. 
Slika 15: Kaplan-Meier analiza preživetja za T. molitor za enkratno dozo 10 µl ustrezne snovi, 
kjer je prikazana verjetnost preživetja skozi čas. Koncentracija proteinske mešanice je bila 
egerolizin : PlyB = 750 : 60 µg/ml. Zvezdica (*) označuje statistično značilno razliko v primerjavi 
s pufrom. DPI – dnevi po izpostavitvi. 
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Slika 16: Kaplan-Meier analiza preživetja za T. molitor za dozo po 5 µl ustrezne snovi, ki se je 
vbrizgavala 4 dni zapored. Prikazana je verjetnost preživetja skozi čas. Koncentracija proteinske 
mešanice je bila egerolizin : PlyB 500 : 40 µg/ml. Zvezdica (*) označuje statistično značilno razliko 
v primerjavi s pufrom. DPI – dnevi po izpostavitvi. 
Slika 17: Kaplan-Meier analiza preživetja za G. mellonella za enkratno dozo 15 µl ustrezne snovi, 
kjer je prikazana verjetnost preživetja skozi čas. Koncentracija proteinske mešanice je bila 
egerolizin : PlyB = 500 : 40 µg/ml. Zvezdica (*) označuje statistično značilno razliko v primerjavi 
s pufrom. DPI – dnevi po izpostavitvi. 
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Slika 19: Kaplan-Meier analiza preživetja za G. mellonella za dozo po 10 µl ustrezne snovi, ki se je 
vbrizgala enkrat na dan 4 dni zaporedoma. Prikazana je verjetnost preživetja skozi čas. Koncentracija 
proteinske mešanice je bila egerolizin : PlyB = 500 : 40 µg/ml. Zvezdica (*) označuje statistično 
značilno razliko v primerjavi s pufrom. DPI – dnevi po izpostavitvi. 
Slika 18: Kaplan-Meier analiza preživetja za G. mellonella za enkratno dozo 15 µl ustrezne snovi, 
kjer je prikazana verjetnost preživetja skozi čas. Koncentracija proteinske mešanice je bila 
egerolizin : PlyB = 750 : 60 µg/ml. Zvezdica (*) označuje statistično značilno razliko v primerjavi 
s pufrom. DPI – dnevi po izpsotavitvi. DPI – dnevi po izpostavitvi. 
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Glede na dejstva, da se (1) proteini PlyA, EryA in OlyA vežejo na membranski ceramid 
fosfoetanolamin in da v kombinaciji s PlyB v istih membranah tvorijo pore ter (2) da žuželke 
v svojih membranah kot glavni sfingolipid vsebujejo CPE tudi do 6 molskih % membranskih 
lipidov (Li Guan in sod., 2013), kar je dovolj visok odstotek za delovanje egerolizinskih 
kompleksov, ki na umetnih membranah delujejo tudi pod 5 molskih % CPE (Panevska in 
sod., neobjavljeno delo), smo pričakovali, da bodo kompleksi PlyA/PlyB EryA/PlyB in 
OlyA/PlyB za testirane žuželke toksični. 
Panevska in sod. (neobjavljeno delo) so pokazali, da so omenjeni proteini toksični za ličinke 
koruznega (Diabrotica virgifera virgifera) in koloradskega hrošča (Leptinotarsa 
decemlineata). Izpostavitev omenjenim proteinom je značilno povišala smrtnost ličink teh 
vrst, preživele ličinke pa so počasneje pridobivale telesno maso. V tej magistrski nalogi smo 
poskušali ovrednotiti toksičnost omenjenih egerolizinov na dodatne insekte, ki predstavljajo 
pomembne kmetijske škodljivce.  
Izmed žuželk nevarnih poljščinam je D. suzukii Matsumura (Diptera: Drosophilidae) 
trenutno v Evropi eden hujših škodljivcev za sadne vrste in trto (Cini in sod., 2014; Rota-
Stabelli in sod., 2013). D. suzukii s pomočjo nazobčane leglice za razliko od ostalih vrst iz 
rodu Drosophila, ki se prehranjujejo in razvijajo v gnilemu in propadajočemu sadju, prebada 
predvsem nepoškodovano, zoreče sadje (Rota-Stabelli in sod., 2013). Običajna praksa za 
obvladovanje tega škodljivca je uporaba organofosfatnih, piretroidnih in spinozinskih 
insekticidov, ki sicer ob škropljenju močno učinkujejo proti muham, a slabo ščitijo proti 
nadaljnjim napadom (Van Timmeren in Icaacs, 2013). Posledično se zoreče sadje tretira 
večkrat tekom rastnega ciklusa, kar je obremenilno za okolje. Posebno nezaželjeno je 
škopljenje pozno v sezoni, tik pred pobiranjem sadja, saj ostajajo ostanki škropiva na obranih 
sadežih. Mier in sod. (1995) so za vinsko mušico (D. melanogaster) pokazali, da je 
občutljiva na dehidriran, zmlet trosnjak bukovega ostrigarja (P. ostreatus), in sicer je bil 
razvoj ličink popolnoma zavrt, ko je bila koncentracija pripravljenega tkiva trosnjaka v 
mediju 60 mg/ml. Obenem velja tudi omeniti, da sta Gnaneswaran in Wijayagunasekara 
(1999) v Šrilanki na komercialnih gojiščih bukovega ostrigarja prepoznala sorodno vinsko 
mušico Drosophila funebris kot velikega škodljivca. 
 
Več vrst listnih uši (Sternorrhyncha: Aphididae) tudi smatramo za škodljivce. Med njimi je 
velika žitna uš (S. avenae) najpomembnejši škodljivec pšenice (Blackmann in Eastop, 1994). 
Listne uši direktno poškodujejo rastlino, saj z izsesavanjem rastlinskega soka povzročijo 
sušenje in posledično propad rastline. Dodatno pa lahko listne uši s pomočjo stileta prenašajo 
cirkulatorne rastlinske viruse, ki so eden največjih problemov v kmetijstvu (Blackmann in 
Eastop, 1994). Za omejitev listnih uši se v kmetijstvu uporabljajo insekticidi, kar pa je lahko 
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škodljivo za naravo (Devine in Furlong, 2007) in vključuje tveganje za nastanek odpornosti 
(Anstead in sod., 2005).  
 
Ličinke hrošča mokarja (T. molitor; Coleoptera: Tenebrionidae) se na široko uporablja kot 
vir hrane za hišne ljubljenčke, predvsem plazilce, ribe in ptiče. Zaradi svoje hranilne 
vrednosti so tudi del prehrane ljudi iz jugovzhodne Azije. Vpliv živilske industrije na učinek 
tople grede krepi pomen ličink hrošča mokarja zaradi njihovega manjšega ogljičnega odtisa 
kot potencialen vir človeške prehrane na Zahodu. Sicer so ličinke mokarjev sekundarni 
škodljivci, ki ob slabih pogojih povzročajo škodo na skladiščenih žitih, koruzi, otrobih, 
narezani mesnini in tudi tobaku ter mletemu črnemu popru (Canadian Grain Commision, 
2013). Zatira se jih predvsem z uporabo insekticidov in agresivnih kemijskih spojin, katera 
imajo lahko neželene učinke v okolju (Canadian Grain Commision, 2017).   
 
Voščena vešča (G. mellonella) je metulj (Lepidoptera) iz družine Pyralidae, ki povzroča 
veliko škodo čebelarjem po celem svetu. Ocenjuje se, da na jugu ZDA povzroča 4-5 % 
izgubo letnega dobička v čebelarstvu, kar znaša okoli 4 milijone dolarjev (Kwadha in sod., 
2017). Trenutno obstaja več načinov za njihovo obvladovanje. Lahko se prekine njihov 
razvojni cikel z izpostavitvijo nizki (od -7 do -15 °C) temperaturi za 2,5-4 h ali visoki (od 
45 do 80 °C) za 1-4 h. Težava je, ker se lahko poškoduje vosek in ker je potrebno predhodno 
preseliti čebele, kar pomeni, da se to lahko izvaja samo na manjših čebelnjakih (Gulati in 
Kaushik, 2004). Kljub obstoju bioloških orodij za njihovo zatiranje, kot so uporaba bakterij 
B. thuringiensis (Bt-toksini), metuljnih parazitov v različnih razvojnih stadijih, izpust 
sterilnih samcev v okolje in manipulacija vešč s pomočjo feromonov in alelokemičnih snovi, 
ki vplivajo na vedenje vešč, se primarno še vedno uporablja številne kemične fumigante, saj 
biološka orodja niso dovolj konsistentna ali pa delujejo samo pri laboratorijskih pogojih. Od 
kemičnih fumigantov je edino ogljikov dioksid varen za uporabnika in edini, ki je dovolj 
varen za uporabo s stališča kontaminacije meda (Ritter in Akratanakul, 2006).  
 
Kljub dokazanim predpostavkam, zaradi katerih smo pričakovali povečano smrtnost 
omenjenih organizmov, egerolizinski kompleksi niso delovali nanje. Potrebno je razumeti, 
da so živi organizmi kompleksni sistemi, kjer je veliko spremenljivk, ki jih z modeli pri 
nadzorovanih umetnih pogojih ne moremo zaobjeti.  
Prvi razlog za neobčutljivost testiranih žuželk na egerolizinske komplekse s PlyB je lahko 
odsotnost CPE pri naših živalih. Vemo, da D. melanogaster ima CPE (Li Guan in sod., 
2013), vemo tudi, da ga ima koloradski hrošč (Sepčić, 2018). Lipidomske raziskave na 
žuželkah niso obsežne, sploh pa ne glede tako specifičnih lipidov kot je CPE. Znano je, da 
je CPE prisoten pri vrstah D. melanogaster, Lucilla caesar, Spodoptera frugiferda (najden 
v celični liniji Sf9) in Leptinotarsa decemlineata v višjih koncentracijah kot pri miši (Hori 
in sod., 1968; Eroglu in sod., 2003; Panevska in sod., neobjavljen članek; Bickert in sod., 
2015). Pri odraslih osebkih Drosophila melangoaster so za CPE namerili vrednosti do 6 
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molskih % vseh membranskih lipidov (Li Guan in sod., 2013), medtem ko so pri miših 
namerili vrednosti okoli 0,01 molskih % vseh fosfolipidov. Pri miših se največ CPE se 
nahaja v testisih (> 0.02 molskih %), najmanj v srcu (0,002 molskih %), v tankem črevesju 
pa 0,01 molskih % (Bickert in sod., 2015). Za egerolizinske komplekse OlyA6/PlyB, 
PlyA2/PlyB in EryA/PlyB je bilo pokazano, da se lahko vežejo in permeabilizarajo umetne 
membrane z vsebnostjo CPE < 5 molskih % (Panevska in sod., neobjavljeno delo). 
Drugi razlog za neaktivnost egerolizinskih kompleksov je prisotnost proteolitičnih encimov 
v črevesju preučevanih žuželk. Znano je, da je v črevesju ličink hrošča mokarja prisotno 
veliko proteolitičnih encimov. V srednjem črevesju na membranski frakciji prevladujejo 
aminopeptidaze, v topni pa tripsin – serinske proteaze (Terra in sod., 1985). Tudi 
Cry34Ab1/35Ab1 ne učinkuje na ličinke mokarjev (Oppert in sod., 2010; Panevska, 2016). 
Pri vrsti Sitobion avenae je bila prisotna močna proteolitična aktivnost izolata iz črevesja, ki 
pa je bila 75 % zavrta s specifičnimi inhibitorji za cisteinske proteaze in kimotripsinu 
podobne proteaze (E-64, kimostatin). Inhibitor serinskih proteaz AEBSF jo je zavrl za 70 %. 
Velja omeniti, da je bila protelitična aktivnost najmočnejša pri pH 7, kar je blizu optimumu 
delovanja egerolizinskih kompleksov. V prihodnosti bi bilo dobro preveriti aktivnost 
egerolizinskih kompleksov ob prisotnosti inhibitorjev proteinaz. V raziskavi je Irie s sod. 
(1996) vgradil v riž gen za cistatin iz koruze, ki je inhibitor cisteinskih proteaz. Cistatin iz 
riža je demonstriral močno inhibicijo proteinaz iz črevesja hrošča rilčkarja Sitophilus 
zeamais, ki je znan škodljivec na koruznih poljih. Carrilo in sod. (2010) so tudi pokazali, da 
je že vpeljava samih inhibitorjev cisteinskih proteinaz (cistatini) iz rži (Hordeum vulgare) v 
prehrano nimf listnih uši (Myzus persicae in Acyrthosiphon pisum) zanje toksična in bistveno 
upočasni njihov razvoj. Cistatini so prav tako upočasnili razvoj, ko so bili izraženi v 
navadnem repnjakovcu (Arabidopsis thaliana). 
Tretji razlog bi lahko bil neprimeren pH v črevesju žuželk, saj je za delovanje egerolizinskih 
kompleksov pomembno, da je pH okoli 8. Za samo vezavo je optimalen nižji pH: 6–7 (Berne 
in sod. 2005). Od testiranih organizmov se edino za ličinke hrošča mokarja ve, kakšen pH 
ima v prebavnem traktu. V sprednjem črevesju je pH 6,03, v anterironem srednjem črevu pH 
okoli 5,6 in posteriornem srednjem črevu okoli 7,9 (Walter 1985, Moreira in sod. (2017). 
Glede na to, da smo proteine injicirali v sprednji del srednjega črevesa, kjer je pH 5,64, bi 
lahko pričakovali aktivnost, vendar velja omeniti, da vezava za ostreolizin močno pade v 
območju pH od 6 do 5 in da je permeabilizacija pri pH 5,5 za polovico manjša kot pri pH 8 
(Berne in sod. 2005). Lemaitre in sod. (2013) so za D. melanogaster ugotovili, da ima v 
anteriornem sprednjem črevesju nevtralen pH, kateremu pa sledi zelo kisel pH (<4) kot 
posledica delovanja ti. copper celic, ki izločajo kislino v lumen črevesja. Za listno uš 
Acyrthosiphon pisum, ki jo pogosto najdemo na stročnicah je znano, da je v sprednjem in 
anteriornem srednjem črevesu pH 5,5, ki se nato do rektuma dvigne nad 8. Ravno na začetku 
prebavnega trakta, kjer je kisel pH, so tudi zaznali največjo aktivnost cisteinskih proteinaz z 
optimumom delovanja pri enakem pH (Cristofoletti 2003). Za gosenice metuljev (o. 
Lepidoptera) je bil izmerjen pH srednjega črevesja bolj bazičen, in sicer 9–12 (Dow, 1992; 
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Heimpel, 1955), kjer je bila izmerjena zgolj šibka hemoliza za ostreolizinski kompleks 
(Berne in sod., 2005). Pri ličinkah koloradskega hrošča (Leptinotarsa decemlineata), za 
katere so bili egerolizinski kompleksi toksični (Panevska in sod., neobjavljeno delo), so 
izmerili pH sprednjega črevesja pri 6,95, ki nato kasneje v prebavnem traktu pade do pH 5. 
(Krishnan in sod., 2007). Za koruznega hrošča (Diabrotica virgifera virgifera) so bili 
optimumi prebavnih encimov iz srednjega črevesja izmerjeni pri kislem pH: 4–6 (Guzik in 
sod., 2015). Kljub nizki vrednosti pH je bil koruzni hrošč občutljiv na delovanje 
egerolizinskih kompleksov, kar kaže na kompleksnost toksičnega učinka (Panevska in sod., 
2018, neobjavljeno delo). 
Četrti razlog bi lahko bila nedostopnost lipidnih domen za egerolizinske komplekse, saj je v 
črevesju prisoten glikokaliks, ki prekriva epitel črevesja. Egerolizinski kompleksi bi se lahko 
ujeli vanj in posledično dosegli membrano v prenizkih koncetracijah. Znano je, da 
komponente glikokaliksa črevesja igrajo vlogo pri občutljivosti na toksine (Egberts in sod., 
1984). Vendar to ne pojasni povsem, zakaj delujejo na koruznega in koloradskega hrošča, ki 
imata tudi verjetno prisoten glikokaliks. Možno je tudi, da so lipidne domene prekrite z 
glikoverigami oz. okolnimi z glikozilfosfatidilinozitoli (GPI) usidranimi proteini, ki prek 
stereokemičnih ovir nevtralizirajo njihovo delovanje. Možno je tudi, da egerolizinski 
kompleks sproži imunski odziv v organizmu in je njegovo delovanje nevtralizirano prek 
imunskega odgovora. 
Peti razlog – kljub poskusom na umetnih mebranah, ki kažejo na vezavo in delovanje 
egerolizinov na CPE/Hol, ne velja izključiti možnosti, da je pri koloradskem in koruznem 
hrošču prisotna še kakšna komponenta, ki dokončno poskrbi za delovanje egerolizinov v 
živem sistemu. Znano je, da se porotvorna aerolizin iz Aeromonas hydrophilia in alfa-toksin 
iz Clostridium septicum vežeta na GPI-sidra membranskih proteinov, ki jima služijo kot 
vezavne determinante in brez katerih tvorba por ni možna (Diep in sod., 1998; Gordon in 
sod., 1999).  
Če pogledamo ostale rezultate, predvsem teste hemoliznega in kalceinskega testa, vidimo, 
da najhitrejše in najmočnejše deluje OlyA6, kar je verjetno posledica, da sta oba s PlyB iz 
iste gobe P. ostreatus. PlyA2 in še posebej EryA, oba iz P. eryngii, kažeta slabšo in 
počasnejšo aktivnost v primerjavi z OlyA6. Za EryA, ki kaže najslabšo aktivnost, je potrebno 
omeniti, da je njegov primarni partnerski protein EryB, MACPF protein, ki ga prav tako 
najdemo v P. eryngii. 
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1. Egerolizini obdržijo svojo aktivnost tudi po teden dni dolgi inkubaciji na sobni 
temperaturi, zmešani s heterogeno snovjo, kot je umetna hrana na osnovi jabolčne 
kaše in kisa za gojenje plodove vinske mušice in hranilna raztopina za listne uši. 
 
2. PlyB najboljše deluje v tandemu z OlyA6, primerljivo učinkovit je skupaj s PlyA2, 
najšibkeje pa deluje z EryA. 
 
3. Noben od porotvornih kompleksov OlyA6/PlyB, PlyA2/PlyB in EryA/PlyB ne kaže 
toksičnih učinkov na odrasle osebke plodove vinske mušice (Drosophila suzukii), 
nimfe velike žitne uši (Sitobion avenae), ličinke hrošča mokarja (Tenebrio molitor) 
ter gosenice voščene vešče (Galleria mellonella). 
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 7. POVZETEK 
 
Egerolizini so proteini, ki so prisotni širom življenjskih domen in katerih funkcija ni povsem 
znana. Sklepa se, da imajo vlogo pri rasti primordijev in trosnjaka pri gobah in da imajo 
mogoče tudi obrambno vlogo. Pri ostalih organizmih je funkcija še manj jasna. Znano je, da 
so sposobni hemolitične aktivnosti, permabilizacije lipidnih veziklov, citotoksičnosti do 
drugih organizmov in vezave na določene lipide oz. lipoproteine. 
Nekateri egerolizini se lahko vežejo in perforirajo celice oz. membrane brez dodatnih 
partnerskih molekul, drugi pa potrebujejo za lizo partnerski protein, s katerim tvorijo 
transmembransko neselektivno poro. Ta partnerski protein je iz družine MACPF, katere 
proteini imajo domeno MACPF in so znani po sposobnosti perforacije membran. Izvorno se 
OlyA6 in PlyA nahajata v P. ostreatus s partnerskim proteinom PlyB , medtem ko se PlyA2 
in EryA s partnerskim proteinom EryB nahajata v P. eryngii, iz česar se lahko sklepa, da je 
PlyB primarni partner OlyA6 in je zato ta kompleks tudi kazal močnejšo in hitrejšo aktivnost 
od kompleksa PlyA2/PlyB in EryA/PlyB. Permeabilizacija poteka v pH območju 4–10 
(Berne in sod., 2005). 
Zaradi perforacijskih sposobnosti proteinskih kompleksov OlyA6/PlyB, PlyA2/PlyB in 
EryA/PlyB obstaja možnost njihove uporabe za zatiranje kmetijsko pomembnih škodljivcev 
iz razreda žuželk, saj je znano, da imajo ti v svojih membranah lipide, v katerih lahko ti 
kompleksi oblikujejo transmembransko poro in posledično povzročijo lizo umetnih 
veziklov. 
Toksikološki testi niso pokazali občutljivosti testiranih organizmov plodove vinske mušice 
(Drosophila suzukii), velike žitne uši (Sitobion avenae), voščene vešče (Galleria mellonella) 
in hrošča mokarja (Tenebrio molitor) na egerolizinske komplekse. Smrtnost ni bila nikjer 
značilno višja od kontrolne. Proteinski kompleksi so kazali zmanjšano, vendar vseeno 
opazno aktivnost, tudi po večdnevni inkubaciji pod poskusnimi pogoji, ki so odgovarjala 
kemijsko-fizikalnim pogojem in dolžini toksikoloških testov. 
Razlogi za neučinkovitost so lahko (1) odsotnost CPE v testiranih organizmih, saj ni nikjer 
neposredno potrjeno, da ga te vrste vsebujejo, (2) razgradnja aktivnih proteinov v črevesju s 
proteoličnimi encimi preden se lahko ti vežejo na membrane, (3) neoptimalen pH v črevesju 
testiranih organizmov, ki poruši integriteto porotvornih proteinov, ti namreč najbolje 
delujejo pri rahlo alkalnih pogojih (7 < pH < 8), (4) nedostopnost lipidnih domen zaradi 
prisotnosti glikokaliksa oz. stereokemičnih ovir, ki prekrivajo receptorske lipidne domene 
in (5) odsotnost še neznanega koreceptorja pri testiranih organizmih, ki v živem sistemu 
dokončno poskrbi za vezavo in lizo celic, ki rezultira v toksičnem učinku kot na primeru 
koruznega (Diabrotica virgifera virgifera) in koloradskega hrošča (Leptinotarsa 
decemlineata).  
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